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緒論
新規医薬品の 開発 にあたって、薬物 それ自身 のみな らず、標 的部位 において
薬効発現 に関連 する生体内微量 生理 活性物質の挙動 を的確 に把握す ることが 重
要 となる。また 、安全性、 さらには適正使用 との関係か ら、代 謝物 を含 めた薬
物の正確 な体内挙動 の把握が不 可欠 なうえ、原薬 、製剤の精度 の高い管理 も重
要であ り、この ため感度、精度、正確 度 に優れ る信頼度の高い測定法が必須 と
なる。
今 日、開発 、市販 されている医薬 品には、不 斉分子が数多 く存在 し、 しか も
そ の大半が、臨床の場 にラセ ミ体 として提 供 されている1'3}。しか し、光学異 性
体 は生体内で異 なる物質 として認識 され、 この ため薬理作用発 現のみな らず 、
代謝や安全性で も異 なる挙動 を示すこ とが知 られている4・%1960年代の鎮静催
眠剤サ リ ドマ イ ドに よる薬害事故の発 生 を契機 とし、ラセ ミ体 を50%不純物 を含
む物質 として考 え6)、光学異性体相互 の分離の重要性が取 り上げ られ、分子不斉
医薬 品の開発 にあたってIJ、品質面のみな らず7)、臨床 における医薬品の有効性
と安全性を確保 す るため、生体 内におけ るキラル変換を含めたそれぞれの異 性
体 の体内挙動 を正確 に測定す ることが不可欠 となっている8・9)。
光学異性体 の分離の歴史 は古 く、優先晶出法 やジアステ レオマー塩 を用い る
結晶化法、酵素 法並 びにクロマ トグラフィーに よる手法が知 られてい る。 中で
もクロマ トグラフ ィー による光 学異性体の分離 は、感度、定量 性及び精度 に優
れてお り、医薬 品の開発研究 に広 く利用 されているIO`19)。本法による光学異性体
の分離は、 キラル物質 を固定相 あるいは移動相 添加剤 として用 い、光学異性体
をその まま分離 する直接法 と、光学異性体 をい ったんジアステ レオマーに誘 導
後 、アキラルな場で分離す る間接法の二者 に大別 される。
前者は、化合 物 をそのまま分析で きる ことか ら分取に も適用 で き、操作 も簡
便な ものの、固定相、移動相 とい う分離の場 自身の選択性が高いために適用化
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合物 の範囲に制約 を受 け易い。 一方後者 は、誘導体化剤 にシグナルグルー プ を
導 入す ることに よ り感度 と選択性 に向上 を図れ るが、操作が煩雑であ り、か つ
光 学的に純粋 な誘導体化剤の入手、誘 導体化条件 に様々な制約 を受 ける。
直接法では、 キ ラル認識能 を有する固定相 を用 いる高速液体 クロマ トグラ フ
ィー(HPLC)が最 も広 く利用 されてお り、これまで に多 くの固定相が開発 され
ている(図1)。 これ らは、低分子系 と高分子系 に分け られ、低分子系 のキラル
固定相 には、配位子交換型2az)、アミ ド ・尿 素型23・24)、電荷移動(π一π)型2sas}、
ホス トーゲス ト型29'31)、イオ ンペ ア型 固定相32)などが含まれ、キラル認識 能は、
固定化 され たキ ラル化合物 自身 のそれ に依存 す る。すなわち、 イオン性相 互作
用 、イオ ンー双極子相互作用、双極子 一双極子相互作用、配位結合、水 素結合、
電荷移動(π一π)相互作用 、疎水性相互作 用 などの固定相中のキラル認識物質 と
光学異性体 間の相互作用 により、形成 され る会合体同士のわず かなエネルギー
差 を利用 して光学分離が行われる。
一方、 タンパ ク質、多糖類 、核酸 などの高分子 を利用 した固定相 は33'39)、規則
的な高次構造 を と り、 これが光 学分離 に重要 な役割 を果たす。 このため、 その
キ ラル識別能は、単一 の相互作用 で説明す ることは困難 とされる。
キ ラル固定相 の多 くは川頁相 系 でその能力が発揮 され るため、それ らは体 内動
態研究 や臨床分析研究 には適用が困難である。水系の移動相の使用可能なキ ラ
ル固定相 として、 シクロデキス トリン固定化 カラム31・`o・41)やセルロース誘 導体 な
どの多糖類 を吸着 した カラム42)が開発 され ているが、いずれ も適用範 囲が狭 く、
未変化体 と代謝物 の同時光学分離な どは困難 となる。
生体 で重要な役割 を果たす酵素、レセプ ターなどの タンパ ク質は、主 としてレ
ア ミノ酸 か ら構 成 され、光学異 性体 を認識す るこ とが知 られてお り、これ を化
学 的に担体 に固 定化 した固定相 は、水系 の移動相 の使用が可能 であ り、広い 範
囲の光学異性体の分離 に適用 し得 る もの と期待 されている。
すなわち、Nlenmark33-35)及びHermannson36)による牛1血清アルブミン(BSA)、
ヒ ト血清中 α1一酸性糖 タンパ ク質(α1-AGP)固定化 カラムによる光学異性体の
分 離以来、 タンパ ク質固定化 カラムに関 し、多 くの報告が出されている43`50)。し
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か し、光学異性体 の分離 に優れ るものの、それ 自身が温度 などに不安定であ る
とい う欠点を克服 し難iかった。1987年、Miwaらは51)、ニワ トリ卵 白中オボム コ
イ ドに着 目し、酸性、塩基性いずれの化合物 について も適用可能で52)、しか も室
温で安定 な53)カラムの開発 に成功 した。Kirklandらは、多種 類の化合物 を用 いて
α1-AGPカラム と比較検討 し、オボム コイ ドカラムが安定性 、光学認識能、適用
範囲いずれ もよ り優れてい ることを報告 してお り54)、現在最 も期待 されている固
定相 の1つ であ る55)。
生理活性物質 や医薬 品の構造 は多岐にわた り、 しか も代 謝物 や同属体 、さ ら
には内因性爽雑物 との分離 を考 えるとき、オボムコイ ドカラム のみでは十分 な
目的 は達成 され ない54)。このため、オボムコイ ドカラム とは選択性が異 な り、か
つ同様 に分離能 、安定性 に優れ る新規光学分離用 カラムの開発 が強 く期待 され
てい る。
この ような観 点 か ら、新規光学異性体分離用 のタ ンパ ク質固定化カ ラムの 開
発 と、その応用 に関す る研究 に着手 した。 まず第1章 では、比 較的安価で入 手
しやす く、 また精製方法 も確立 されているニ ワ トリ卵 白中の タンパク質に着 目
し、 コンアルブ ミンカラム及 び フラボプロテイ ンカラム を開発 する とともに、
その保持挙動 を精査 した。つい で、第2章 では、今回開発 した2種 の新規 カラ
ムに加 えて、オボム コイ ドカラム51)及びアビジンカラム5657)の計4種 のタンパ ク
質固定化 カラム を用い、それ らの特性 の比較検 討 を行 った。 さ らに、薬物 の タ
ンパ ク質 に対す る親和性(会 合定数)と 非特異 的保持係数 を用 いた理論式 を構
築 し、 タンパ ク質固定化 カラム の保持挙動 との関係 を吟味 し、 その妥当性 を証
明 した。
これ らの結果 を基 に、第3章 では、光 学異性体 の相互分離 に制約 を与 える非
特異的相互作用 の影響 を回避 す るため、疑似固定相 としてフラ ボプロテイ ンを
用いたアフィニ テイーキャピラ リー電気 泳動で薬物 とタンパ ク質の相互作用 に
ついて検討 し、分 離溶液 中の メタノール濃度の増 大に伴 う光学分離能の低下 と
キラル認識部位 の立体構造 との関係 に検討 を加 える とともに、 キラル認識 と疎
水的(π一π)相互作用 に も解析 を加 えた。
↓
引 き続 き、開発 した2種 のHPLC用新規光 学異性体分離カラムの応用研究 を行
った。第4章 で は、 コンアルブ ミンカラムとカラムスイ ッチ ングを組み合 わせ
た液体 クロマ トグラフィー/マ ススペク トロメ トリー(LC/MS)による、血 中光
学異性薬物の測 定法 を開発 し、 第5章 では、フ ラボプロテインカラムによる分
離 と、アビジ ンカラムによるオンライン前処理 とを組み合わせ たHPLCによる、
光学異性薬物及 びその代謝物 の一斉分析法 を開発 し、 これ らタ ンパ ク質固定化
カラムの有用性 を実証 した。
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第1章 光学異性体分離用タンパク質固定化カラムの開発
第1節 序
表1ニ ワ トリ卵 白 タ ンパ ク質57)
名称 組成
(%)
等電点 分子量 炭水化物
(%)
生物学的性質
オボアルブ ミン 54.04.5～4.8 46000 3
コ ンア ル ブ ミン 12～13 6。05～
6.6
76600～
860∞
2 鉄 、銅、マ ンガン、亜鉛 を結
合 し、細菌の発育 を阻止
オボムコイ ド 1LO 3.9～4.3 28000 22 トリプシ ンの作用 を阻害
オボグロブ リン
G2
4.0 5.5 36000～
45000
?
オボグロブ リン
G3
4.0 5.8 同上 ?
リゾ チ ー ム 3.4～
3.5
10.5～
11.0
14300～
17000
0 ある種のグラム陰性菌の細
胞壁を分解
オボムシン 15～
2.9
? ? ? インフルエ ンザ ウイルスに
よる赤血球の凝集 を阻止
フラボ
プロテイン
0.8 3.9～4.132000～
36000
14 リボフラビンを結合
オ ボマ ク ロ
グロ ブ リ ン
05 4,5～4.7760000～
900000
9
オボグリコ
プロテ イン
05～
1.0
3.9 24400 16
オ ボ
イ ン ヒ ビタ ー
0.1～
1.5
5」 ～5.2 44000～
49000
6 トリプシン、キモ トリプシ ン
麹菌 プ ロテアーゼの作用 を
阻止
アビジ ン 0.05 9.5～
10.0
68300 8 ビオチ ンを結合
パパ イ ン
イ ン ヒ ビタ ー
0.1 ? 12700 ? パパ イン、フィシンの作用 を
阻止
卵 白中 には様 々 な タ ンパ ク質が 存 在 して お り、しか もBSAやヒ ト血 清 ア ル ブ ミ
ン(HSA)、 α1-AGPなど に比 べ て大 量 に入 手 しやす く、す で にオ ボ ム コイ ド51)
_6_
及 び ア ビジ ン56・58)が光 学 分 離 用 機材 と して利 用 され てい る(表1)。 コ ンァル ブ
ミンは卵 白中 に12～13%と比 較 的 大量 に存 在 し57)、糖 を2%含 む分 子 量約78,000、
等 電 点6,1～6.6の糖 タ ンパ ク質 であ る。鉄 や銅 、マ グネシ ウ ム、亜 鉛 な どの金 属
イ オ ン をpH6以上 で 結 合 す る性 質 を有 してお り59`61)、細 菌 の発 育 を阻害す る作 用
も持 って い る こ とが 知 られ て い る。一 方 、 フ ラ ボ プ ロテ イ ンは 、 マ ンノー ス 、
ガ ラ ク トース 、グル コサ ミ ドか ら成 る糖 鎖 を14%含有 す る糖 タ ンパ ク質 で あ り、
卵 白 中 に0,8%存在 してい る5刀。 等 電 点 は3.9～4.1でオ ボム コイ ドのそ れ(3.9～
4,3)と類 似 して お り、 分子 量 は約32,000～36,000であ る。 フラボ プ ロテ イ ンは、
リボ フラ ビ ンをpH4以上 で特 異 的 に結 合 し62)、運搬 す る役 割 を果 た してお り63)、
その結 合 能 はpH7に お い て100℃で15分間加 熱 し て も失 わ れ ない ほ ど安 定 な タ
ンパ ク質 であ る こ とが 知 られ て い る的。
1(?CH・ 只
ri-。H+H3C。鴛H2}3"O'CH2-CUCH2
ウ
ー1-1論脚 噸 概
ウ 晒　
十1艶 一 一!憾磯、
図2
+一一墜蕊う
亨o。o
十 一 選一漆
ウ 。晶 一
I lI-Si-0-(CH2)3-NH--C-NH-Protdn
l
タンパ ク質の シリカゲルへの化学 的固定化法
タンパ ク質 を担体 に固定化する手法 には、非共有結合 による固定化65)と共有結
合 による固定化66'68}があ る。前者 は操作 が簡便である反面、カラムの寿命が短 く、
固定化の再現性 や分離 の再現性 がないな どの欠 点があ り、実用 性 に乏 しい。一
方、後者 は、反 応の条件 を選択 する ことによ り固定化の再現性 に優 れ、固定化
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されたタンパ ク質の脱 離が な く、保持挙動の再現性 も良 く、寿 命 も長 い。共有
結合 による固定化方法 には、エポキシ ドの開環 を利用す る方法%)と、ジスクシン
イミジルカルボ ネー トで活性化 したア ミノプロ ピルシ リカゲル に固定化する方
法51)が主 に知 られ ている(図2)。Haginakaらは結合法 によるタンパク質の固定
化量 を比較、検討 しているが、 ジスクシンイミジルカルボネー トを用いる方 法
が最 も多 くの タンパ ク質 を固定化で きる と報告 している69)。そ こでこの方法 によ
るコンアルブ ミン及 びフラボプ ロテインの固定化 を行 い、得 られた新規光学 分
離用機材 の保持特性 に基礎的な検討 を加 えた。
第2節 コンアルブ ミンカラムの開発 とその特性の検討
o
??
?
★
N--CH3
CI
図3ア ゼラスチ ンの構造(不 斉 中心 を*印 で示 した。)
まず、ニ ワ トリ卵 白中の糖 タ ンパ ク質である コンアルブ ミン を、常法 に従 い
シリカゲル担体 に化学的 に固定 化 した。す なわ ち、活性化 ア ミノプロピルシ リ
カゲル と緩衝液 中反応 させ 、固定化量200mg/9のコンアルブ ミン固定化担体 を調
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製 し、スラリー法 にてステ ンレス カラムに充填 した。ついで塩 酸 アゼラスチ ン
を用 い、本 カラムの特性 に吟味 を加 えた。塩酸 アゼラスチンは フタラジノン骨
格 を有する抗 アレルギー剤であ り(図3)、 ロイコ トリエ ンや ヒスタミンなど多
くのケ ミカルメデ ィエーターの作用 を阻害する ことによ り幅広 い薬理活性 を示
す70川。薬理活性本体 であ るアゼラスチ ンは分子内に不斉 中心 を有するが、ラセ
ミ体 として使用 されている。す でに、 カンファースルホン酸 を カウンターイ オ
ンとして用いる順相系 イオ ンペ アークロマ トグ ラフィーによる光学分離が報告
されているが72)、非水系であるため体内動態研究や臨床分析 に適用するには、不
向 きである。まず、移動相 に50mMリン酸緩衝液(pH5.0)/エタノール(92:8)
を用いて、相互分離 を試みた ところ、納得 し得る結果が得 られた(図4)。 そこ
で、移動相の条件(塩 、有機 溶媒、pH)を変化 させ、アゼ ラスチ ンエナ ンチ オ
マ ーの保持挙動 に精査 を加 えた。
1
081624
Time(min)
図4コ ン ア ル ブ ミ ン カ ラ ム に よ る ア ゼ ラ ス チ ン の 光 学 分 離
Chromatographicconditions:mobilephase,50mMpotassiumphosphate
buffer(pH5.0)-ethanol(92:8);detection,UV230㎜;flow-rate,1.O
mL/min;columntemperature,roomtemperature;sampleamount,200ng.
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表2コ ン ア ル ブ ミ ン カ ラ ム に お け る ア ゼ ラ ス チ ン の 光 学 分 離 に 対 す る 移 動 相
のpHの 影 響
Chromatographicconditions:mobilephase,50mMpotassiumphosphatebuffer-
ethanol(92:8);thepHofthemobilephasewasasshownintable;detection,UV
230㎜;flow-rate,1.OmLlmin;columntemperature,roomtemperatUre;sample
amount,200ng.
pH k'1 k'2
?
?
?
【?
【?
?
?
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
Rs
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
ー
?
?
?
??
??
??
?
?
?
??
700
411
156
3213
5821
5534
?
?
??
??
??
?
?
??
??
?
??
【」
?」
?
??
?
?
?
??
??
??
?
?
??
?
?
?
?
??
?
??
ー
?
ー
?
?
?
?
?
908
1313
1346
1138
968
617
k'1=capacityfactorofd-azelastine;kり=capacityfactorofl-azelastine;
α=separationfactor;Rs=resolution;n=platenumberofd-azelastine.
まず、移動相 のpHの変化(pH3.0～65)に伴 う保持係 数(k'1,k'2)、分離係
数(α)、 分離度(Rs)及 び理論段数(n)の 変動 について検討 した(表2)。
いずれのエナ ンチオマー も液性 を酸性か ら中性 に変化 させ る と、k値の増大が認
め られた。一般 に、イオ ン性化合物で はそれ自身の持 つpK値付近 で大 きく保持
値の変化す る現 象 が認 め られ、 これがイオ ン型 一分子型 とい う変化 に伴 う疎水
性の変化 に基づ くことが知 られ ている。 しか し、中和滴定法 に よ り求めたアゼ
ラスチ ンのpKt値は8.5であ り、薬物 自身は このpH範囲で はほぼ完全 にイオン化
してお り、それ 自身の疎水性 に大 きな変化 は生 じてい ない と考 え られる。一方、
コンアルブ ミンの等 電点は6.1～6.6付近であ り57)、等電点付近 を境 にタ ンパ ク質
自身の負電荷が増大 する と考 え られ、 コンアル ブ ミンカラムに よるアゼ ラス チ
ンの保持 には、 タンパ ク質 中の負電荷 と薬物分 子 中の第3ア ミンに基づ く正 電
荷 による相互作 用 が深 く関わっていることが示 唆 された。 これ に対 し、2成 分
の分離の状況 を表す分離係数 α値 と分離度Rs値はpH3.0～4.5の間で増大 し、pH
4.5～6.5の範囲で ほぼ一定であった。このこ とは、光学分離 に関 わる認識部位 と
アゼラスチ ンの相互作用 は、pH3.0～4.5の問ではpH変化 に伴 って影響 を受ける
が、pH4.5～6.5の問ではほとんど変化のないこ とを示 してお り、光学分離 にコ
ンアルブミンの持つ 酸性官能基が重要 な役割 を果 た し、 その解離状態がpH3.0
～4.5の間で変化 する もの と推測 される。
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表3 コ ン ア ル ブ ミ ン カ ラ ム に お け る ア ゼ ラ ス チ ン の 光 学 分 離 に 対 す る 移 動 相
中 の 塩 濃 度 の 影 響
Chromatographicconditions:mobilephase,potassiumphosphatebuffer(pH5.0)-
ethanol(92:8);theconcentrationofsaltsinthemobilephasewasasshownill
table;detection,UV230nm;flow-rate,1.OmUh血;columntemperatUre,room
temperature;sampleamount,200ng.
Concentration
(mM)
丸'迄 k'2 α Rs
5
10
20
50
100
250
500
2.39
3.06
4.31
6.14
7.68
8.82
11.45
2。75
3.57
5.12
7.11
8.83
9.93
12.76
1.15
1.17
1」9
1.16
1.15
1.13
1.12
0.95
0.99
1,17
LO6
LOg
LO3
0.82
823
852
802
921
1061
1345
1027
k'1=capacityfactorofd-azelastine;k'2ニcapacityfactorofl-azelastine;
α=separationfactor;1～s=resolution;n=platenumberofd-azelastine.
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図5 コ ン ア ル ブ ミ ン カ ラ ム に よ る ア ゼ ラ ス チ ン の 光 学 分 離 に 対 す る 移
動 相 中 の エ タ ノ ー ル 濃 度 の 影 響
●=d-azelastine;○=1-azelastine.
Chromatographicconditions:mobilephase,50mMpotassiumphosphate
buffer(pH5.0)-ethanol;theconcentrationofethanolinthemobilephase
wasasshowninfigure;detection,UV230㎜;flow-rate,1.OmL!min;
columntemPe「atu「e,roomtemperature;samplearnount,200ng.
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次 に、pH5.0における移動相 中の塩濃度の影響 について検討 した(表3)。 そ
の結果、塩濃度の増大 に伴 ってk値 は増大す るが、α値 はほ とん ど影響 を受けな
かった。 これは塩析効果 によって固定相である タンパ ク質分子 自身の疎水性 が
増大する ものの 、その変化 にキ ラル認識部位 がそれ ほど影響 を受けないことを
示す もの と考 えられた。
ひ きつづ き移動相 中のエ タノ ール濃度 を変化 させて有機溶媒 濃度の保持 及 び
分離 に及ぼす影響 について検討 した(図5)。 その結果 、アゼ ラスチ ンの保持 は、
移動相中のエ タ ノール濃度の増 大 に伴 って減少 してお り、逆相 系のモー ドに類
似す ることが判 明 した。 また、 有機溶媒濃度 の増大 に伴 って α値 も減少 してい
るこ とか ら、キ ラル認識部位 における相互作用 に疎水性相互作 用 も重要 な役 割
を果 た している ことが示唆 された。
表4コ ン ア ル ブ ミ ン カ ラ ム に お け る ア ゼ ラ ス チ ン の 光 学 分 離 に対 す る 移 動 相
中 の 有 機 溶 媒 種 の 影 響
Chromatographicconditions:mobilephase,50mMpotassiumphosphatebuffer
(pH50)-organicsolvent(92:8);detection,UV230㎜;flow-rate,1.OmLlnim;
colu㎜temperature,roomtemperatUre;sampleamount,200ng.
Solvents k'1 丸り ?
?
?
?」
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
??
??
?
?
???
?
?
???
?
Rs η
Methanol14
Ethanol6
正一Propanol3
2-Propanol5
1-Butariol3
tert,-Butanol6
AcetoniUile3
ー
?
【?
?
?
?
ー
?
??
?
?
??
?
?
?
?」
??
??
「
?
?
」
?
?
??
」?
?
?
??
?
?
?
?
?
??
?
??
ー
?
??
?
?
?
??
??
?
?
?
?
?
?
1.61
1.78
0.30
1.05
0
2.01
0.72
270
1238
342
507
1160
1082
497
kfl=capacityfactorofd-azelastine;k'2=capacityfactorofl-azelastine;
αニseparationfactor;、Rs=resolution;n=platenumberofd-azelastine.
表4に有機溶媒の種 類 による保持及び分離 に及ぼす影響 について示 した。直鎖
アルコール類であるメ タノール、エ タノール、1一プロパ ノール及 び1一ブタノール
を比較 すると、 アゼラスチ ンの保持 は有機 溶媒 自身の疎水性が 減弱す るに伴 っ
て増大 し、先 と同様 の結果 を与 えた。Rs値を見 るとメ タノ ール、エ タノール な
ど疎水性 の小 さい分子の方が良い値 を示 し、それぞれ1.61及び1.78であ った。一
方、分枝 アル コールでは、 これ と逆 に3級 ブタノー ルの方が2一プロパ ノール よ
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り大 きいRs値を示 した。 アセ トニ トリルは水酸基 を持 たず 、アル コール類 とは
異 なる分離傾向 を示 し、しか もカラム圧が低い ことなどか らHPLCの移動相 とし
て汎用 されてい る。 しか し、 コ ンアルブ ミンカラムによるアゼ ラスチンの光 学
分離においては 良好 な結果 を与 えなかった。す なわち、アセ トニ トリルを移 動
相 として用 いると、アゼ ラスチ ン光学異性体の α値 は1.21であ り、3級 一ブタ ノ
ール(1.23)とほぼ同 じであ ったが、理論段数の低下のためRs値は0.72であ った。
表5コ ン ア ル ブ ミ ン カ ラ ム に お け る ア ゼ ラス チ ン の 光 学 分 離 に 対 す る カ ラ ム
温 度 の 影 響
Chromatographicconditions:mobilephase,50mMpotassiumphosphatebuffer
(pH5.0)-ethanol(92=8);thecolumntemperatUrewasgiveninthetable;detection,
UV230nm;flow-rate,1.0】〔hL/min;sampleamount,200ng.
Temperature(℃) k'1 k'2
?
?
?
?
?
?
ー
?
?
?
?」
?」
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
??
?
??
?
」
??
?
?
?」
?
?
?
?
?
??
?
??
?
?
??
??
??
??
?
??
?
?
?
?」
?
?
?
?
?
?
??
ー
?
??
??
?
?
?
?
?
Rs　
211106
221108
201112
171108
140941
110172
k'1=capacityfactorofd-azelastine;kり=capacityfactorofl-azelastine;
α=separationfactor;Rs=resolution.
次に、保持及び分離 に及ぼす カラム温度の影響 について検討 した(表5)。 ア
ゼ ラスチ ンのk値 が カラム温度の上昇 に伴 って減少することは、温度 の上昇 に伴
って移動相に対 す るアゼラスチ ン分子の分配率 が向上 した結果 と考 えられ る。
一方、 α値は温 度変化にそれ ほ ど影響 されず、特 に20℃以下で はほぼ一定 で あ
り、 この とき最 も高い値 が得 られた。
オボムコイ ドカ ラムは、pHの変化 や熱、有機溶媒 に対 して安定であ ることが
知 られている52・S3)。コンアルブ ミン自身は、熱や酸 に対 して不安定 とされ るが57)、
これを化学的 にシ リカゲル担体 に結合 した結果安定化 され、3カ 月以上の期 間
に400～500回以上試料 を注入 した にも関わ らず 、その光学分離 能は保持 され て
いた。 コンアルブ ミン分子は鉄 や銅、マグネシウム、亜鉛 などの金属 イオン と
結合す ることによ り熱的 に安定化 され ることが知 られているSU)。これは、金属 イ
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オンとの複合体 形成 によりタンパ ク質 自身の立体構造が固定化 され、熱的 に安
定化 され るもの と考 えられてい る。シ リカゲル 固定化 において も同様 のことが
推 測され、 タンパ ク質 自身の安定性 を改善 した もの と考 えられる。
第3節 フラボプロテ インカラムの開発 とその特性 の検討
.〒H3
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Ketoprofen(KE)lbuprofen(IB)Flurbiprofen(FL)
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α,ε一DibenzoylIysine(DB)Wartarin(WA)Benzoin{BE}
図6第3節 で 用 い た モ デ ル 化 合 物 の 構 造(不 斉 中 心 を*印 で 示 した 。)
フラボプロテ イ ンの リボ フラ ビン結合能は熱 に対 して非常 に安定 であ るこ と
が知 られてお り、pH7において100℃で15分間加熱 しても結 合能 は失われない64)
こ とか らタンパ ク質 自身の安定性 も良い もの と予想 され る。そ こで、精製 した
ニ ワ トリ卵 白フラボプロテイン をシ リカゲル担 体 に先 と同様 化 学的に結合 した
カラムを調 製 し、種 々のモデル化合物 を用 いてその性質 に関す る基礎的検討 を
行 った。 フラボプロテインの ア ミノプロピルシリカゲルに対す る結合量 は、244
mg/gであ った。 カ ラムの特性 を吟味するモデル化合物 として、非 ステ ロイ ド系
抗 炎症薬であるケ トプロフェン(KE)、 イブプロ フェン(IB)及びフルルビプ
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ロ フェ ン(FL)と 、 ア ミノ酸 誘導 体 の α,ε一ジベ ン ゾ イル リジ ン(DB)、 抗 血
液 凝 固剤 ワー フ ァ リン(WA)(以 上酸 性 化 合物)及 びベ ンゾ イ ン(BE)(中 性
化 合物)を 用 い た(図6)。
IB
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図7フ ラ ボ プ ロ テ イ ン カ ラ ム に お け る 各 モ デ ル化 合 物 の ク ロ マ トグ ラ ム
Chromatographicconditions:mobilephase,50mMKH2PO4(pH4.6)-ethanol
(90=10);detection,UV230㎜;刊ow-rate,1.OmL/min;columntemperatUre,room
temperature・
まず、50mMリン酸 カリウム緩衝 液(pH4.6)/エタノール(9:1)を用いて各
化合物 の光学分離 を試みた。結果 を図7に示 したが、抗炎症薬 のうちケ トプロフ
ェンが完全分離 された ものの、他 は不斉 中心付 近の部分構造が ほぼ同 じであ る
に も関わ らず良好 な分離 を示 さなかった。 また、カルボキシル基の α位 に同様
不斉中心 を有す る α,ε一ジベ ンゾイル リジ ンに対す る光学分離 も不十分であ り、
中性化合物であ るベ ンゾ インで は、この条件 ではキラル認識 されなかった。 こ
れ に対 しpKa5付近の弱酸性化合物である ワーファリンは73)、溶出の遅いエナ ン
チ オマーの保持 時 間が対掌体の それに対 して約2倍 程度 ときわめて良 く分離 さ
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れた。そこで、ケ トプロフェ ン、 α,ε一ジベ ンゾイル リジン、ワー ファリン及 び
ベ ンゾイ ンを用 いて保持及び分離 に対 す る移動相 の有機溶媒 の種類、濃度、pH
及 び塩 濃度の影響 について検討 した。
表6フ ラ ボ プ ロ テ イ ン カ ラ ム に お け る保 持 及 び 光 学 分 離 に 対 す る 移 動 相 中 の
有 機 溶 媒 濃 度 の 影 響
Chromatographicconditions:mobilephase,50mMKH2PO,(pH4.6)-ethanol;
detection,UV230㎜;flow・・rate,1.OmLIInin.
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k'1=capacityfactoroffirst-elutedenantiomer;k'2=capacityfactorofsecond-eluted
enantiomer;α=separationfactor;Rs=resolution.
まず 、有機溶 媒 にエ タノール を用いて光学分離 に対す る濃度 の影響 を検討 し
た。表6に結果 を示 したが、いずれの化合物 において も逆相 モー ド類似 の保持挙
動 を示 し、移動相中のエ タノール濃度の低 下 とともにk値 が上昇 した。先の条件
で分離 の良 くなか った α,ε一ジベ ンゾイル リジンお よびベ ンゾインの光学異 性
体分離 も、エ タノール濃度 を下げることに より改善 され、十分 な分離 を示 した。
一方 、すで に良 く分離 されてい るケ トプロ フェ ンや ワーフ ァリンでは、その分
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離 はエタノール濃度 との問に関係が見 られ なかった。
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図8保 持 係 数 に 対 す る 移 動 相 のpHの 影 響
(A)KEandDB:(○)first-elutedenantiomerofKE;(●)second-eluted
enan直omerofKE;(口)first-elutedenantiomerofDB;(圏)second-eluted
enantiomerofDB.(B)WAandBE;(○)first-elutedenantiomerofWA;(●)
second-elutedenantiomerofWA;(口)first-elutedenantiomerofBE;(■)second-
elutedenantiomerofBE.
Chromatographicconditions:pHofthemobilephasewasasshowninthefigure
andotherconditionswerethesameasinFig.7.
次 に、移動相 のpHの影響 について検討 した。 図8に、移動相 のpH変化 に対 す
るk値 の変動 を示 した。ケ トプロフェ ンとα,ε一ジベ ンゾイルリジンは分子内 に
カルボキシル基 を有 してお り、そのpKa値は4～5程度であると考 え られ、両者 と
もpH4付近 を頂点 として中性 に近づ くにつれて保持が弱 くなった。先 に も述べ
た ようにフラボプロテイ ンの等電点 は3.9～4.1であ り、pH4以上では負 の電荷が
増大す ると考 え られる。従 って、ケ トプロフェンと α,ε一ジベ ンゾイル リジ ンの
保持の減少 は、 化合物 自身の有す る負 電荷 とフラボプロテ インの負電荷 との静
電的反発 に よる もの と思 われ る。表7に α値及びR殖 を示 したが、ケ トプロ フェ
ンの保持 はpH4で最 も強 くなるが、R5値3.04と最大の分離度 を示 したのはpH4.6
であ り、分離 の最大 となるpHと保持の最大 となるpHが異 なる結果が得 られた。
このこ とは、光 学認識能 は固定相全体 の電荷 とは関係な く、光 学認識スポ ッ ト
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のような特定 の部位 におけるミクロな環境が大 きく影響 してい ることを示唆 し
てい よう。一方 α,ε一ジベ ンゾイルリジンの場合 は、保 持 と分離 の最大 となるpH
が どち らも4で 一致 してお り、 ケ トプロフェンの時 と異 なる結 果が得 られた 。
この ことか ら、 タンパク質固定 化キ ラルカラム における分離 の最適化に移動 相
のpH条件 の設定が重 要である と言 える。
表7フ ラ ボ プ ロ テ イ ン カ ラ ム に お け る 光 学 分 離 能 に対 す る 移 動 相 のpHの 影 響
Chromatographicconditions=mobilephase,50mMpotassiumphosphatebuffer
(pHasshown)-ethanol(90:10);detection,UV230㎜;flow-rate,1.OmL/min.
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α=separationfactor;Rs=resolution、
ワー ファリンはpKa値が5.03～5.06の弱酸性化合物で あ るがT3)、先 に溶出 され
るエナ ンチ オマーの保持はpH4.0～4.6の範囲でほぼ一定であるのに対 して、対
掌体の保持 は移動相 のpHに影響 され、pH4.6で最 も保持 が大 きく、分離 も良好
とな り、ケ トプ ロフェンと同様 の結果 を与 えた(図8、 表7)。 ベ ンゾインの保
持 は、pH3.8～5.6の範囲内で ほとんど変化 しないに もかかわ らず 、RsはpH4.8
以上で良好 な値 を示 し、液性 は保持 に関係 しないが、光学分離 に大 きく影響 す
ることが判明 した。
次 に、保持及び分離 に与える移動相の塩濃度の影響 につい て検討 した(図9)。
酸性化合物であるケ トプロフェンとα,ε一ジベンゾイル リジ ンは、pH4,6の移動
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相条件下では負電荷を有しており、これら2つの化合物は移動相の塩濃度が増
大す るとともに急激な保持の低下が認め られた。 また、弱酸性 の ワーファリ ン
に関 して も、同様 の傾 向が見 られた。 しか し、 中性化合物であ るベ ンゾインの
場合 は、10～250mMの範囲でほ とん ど保持及 び分離 に変化が認め られなかった。
一方、いずれの化合物 において も分離の様 相に変化 は見 られなか った。以上 の
結果か ら、 フラボプロテイ ン固定化 カラム にお いては、 フラボ プロテインの総
電荷量は保持 に影響す るが、光 学分離 にはそれ ほ ど影響せず、 む しろキラル認
識 スポッ トのア ミノ酸残基 や薬 物 自身のイオン状態が光学分離 に重要である と
考 えられた。
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図9保 持 時 間 に 対 す る 移 動 相 中 の 塩 濃 度 の 影 響
(A)KEandDB:(○)first-elutedenantiomerofKE;(●)second-eIuted
enantiomerofKE;(口)first-elutedenantiomerofDB;(■)second-eluted
enantiomerofDB.(B)WAandBE;(○)first-elutedenantiomerofWA;(●)
second-elutedenantiomerofWA;(口)first-elutedenantiomerofBE;(■)second-
elutedenantiomerofBE.
Chromatographicconditionslsaltconcentrationinthemobilephasewasasshown
inthefigureandethanolconcentrationswere109e(KE,WA),6%(DB),and4%
(BE);otherconditionswerethesameasinFig.7.
移動相 に添加 す る有機溶媒 の種類 も、 フラボ プロテインカラムによる光学分
離 に影響 した(表8)。1級 アルコールによる結果を比較す ると、その疎水性の
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増大 に伴 って保持 が弱 くな り、先 と同様逆相系 の保持挙動 を示 す こ とが判明 し
た。 しか し、分枝 アル コールである2一プロパ ノールや3級 一ブ タノールでは、3
級 ブタノールの方が有機溶媒 自身の疎水性が増大 するに も関わ らず保持が強 く、
コンアルブ ミンカラム と同様の結果 を与 えた。
表8 フ ラ ボ プ ロ テ イ ン カ ラ ム に お け る 保 持 及 び 光 学 分 離 に 対 す る 移 動 相 中 の
有 機 溶 媒 種 の 影 響
Chromatographicconditions:mobilephasebuffαconcentration,50mM;pH4,0
(DB),4.6(KE,WA),and5.6(BE);concentrationoforganicsolvents,4%(BE),
6%(DB),and109e(KE,WA);detection,UV230rm;flow-rate,1.OmL/min.
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k'1ニcapacityfactoroffirst-elutedenantiomer;k'2=capacityfactorofsecond-eluted
enantiomer;αニseparationfactor;Rs=resolution;n=platenumberof丘rst-eluted
enantlomer.
aThiSmobilephasewasnotuSedbeCausetheycouldnotbe
mixedwitheachOther.
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また、水酸基 を持たないアセ トニ トリル を有 機溶媒 と して用 いると、同程 度
の保持を示す他 の アルコール と比較 して、ケ トプロフェンやワーファリンの分
離 は向上す るが(1一プロパ ノールの場 合 と比較)、α,ε一ジベ ンゾイル リジン(2.
プ ロパ ノールの場合 と比較)や ベ ンゾイ ン(3級 ブタノールの場合 と比較)で
は逆 に α値が低 下 した。 この こ とか ら、移動相 中の有機溶媒 に よるタンパ ク質
分子の溶媒和が薬物 とタンパ ク質の親和性 に何 らかの影響 を及 ぼ している もの
と推測 された。
先 に(図7)分 離が不十分 であった α,ε一ジベ ンゾイル リジンとベ ンゾインに
ついて、 これ まで の基礎 的検討結果 を基 に最適 化 を図 り、その結果 を図10に示
した。 α,ε.ジベ ンゾイルリジンは、50mMリン酸緩衝液(pH4,0)/エタノー
ル(94:6)の移動相 条件下 において分離度1.78と良好 に分離 され、また、ベ ンゾ
イ ンも、50rnMリン酸緩衝液(pH5.6>/3級ブ タノール(96:4)を用 いる とき、
保持 は弱い ものの、分離度3,12と完全分 離 された。
(A}
ド
(B}
図10
0 816243240
Time(min)
　
08t6
Time(min)
フ ラ ボ プ ロ テ イ ン カ ラ ム に よ る(A)α,ε 一ジ ベ ン ゾ イ ル リ ジ ン 、(B)ベ ン
ゾ イ ン の ク ロ マ ト グ ラ ム
Chromatographicconditions:mob皿ephase,(A)50mMpotassiumphosphate
buffer(pH4,0)-ethanol(94:6),(B)50mMpotassiumphosphatebuffer(pH
5.6)-ten-butanol(96:4);otherconditionswerethesameasinFig.7.
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第4節 結語
ニ ワ トリ卵 白 中よ り精製 した コンアルブミン及びフラボプロテインをキラ ル
セ レクター として用 い、新規光 学異性体分離 カ ラム、 コンアル ブ ミンカラム及
びフラボプロテ インカラムを開発 し、移動相条件 を変化 させた時の保持及 び分
離挙動 に基礎的検討 を加 えた。その結果、 これ らタンパ ク質固定化 カラムに よ
る薬物 の保持及 び分離 には、疎水性相互作用お よびイオ ン性相 互作用が深 く関
与 していることが判 明 した。 また、 キラル認識部位 にお ける薬 物 とタンパ ク質
の相互作用 に、 ア ミノ酸残基の イオン状態が密接 に関連 し、有 機溶媒 による タ
ンパ ク質分子 の溶媒和 も分離 に大 きく影響する ことが示唆 され た。以上の結 果
か ら、 タンパ ク質固定化光学異性体分離 カラム による光学異性薬物の分離条件
は、移動相 のpH、イオ ン強度、有機溶 媒の種類や濃度 に関 して検討す ることに
より最適化 するこ とが重要であることが判明 した。
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第2章 タンパ ク質固定化 カラムのキラル識別に及ぼす薬物一タン
パク質問の親和性の寄与
第1節 序
光学異性体分離用HPLC固定相 には、種 々の タイプが知 られてお り、その光学
分離 には、水 素結合、 イオン結 合、疎水結合、配位結合、 ファンデルワール ス
カな ど様 々な相互作用が寄与 してい ると考 え られている。一般 に低分子型キ ラ
ル固定相 では、光学分離 に寄与する要 因は複雑ではな く、NMRなどの手法 に よ
ってキラル認識機構 も明 らか にされ ている ことが多 い7478)。例 えば、Pirkletype
のキ ラル固定相 の場合 、固定相 中のカルボニル基 やアミノ基 と、溶質分子中 の
官能基 との問の水 素結合 に加 えて、π電子相互作用が不斉識別に重要な役割 を果
た している。す なわち、形成 された相 互作用錯体 の安定性 にエ ナンチオマー 問
で差があ り、そのエネルギー差 に基づ いて光学分離が達成 される79)。また、金属
との配位子交換 型のキ ラル固定相 の場合、固定 相中のカルボキ シル基 と溶質分
子中の官能基が 移動相 中の金属 イオ ンを介 して錯体 を形成す るが、その錯体 の
安定性の差 によって光 学分離が行われる21)。従来、光学分割の分離機構 は三点支
持理論80)で説明 されて きたが、最近Dobashiらは構造 の異な る2種 の低分子キ ラ
ル化合物 を用 いて キラル固定相 と溶質分子の相互作用 を調べ81)、その共結晶の単
結晶X線構造解析 に よ り、2点の水素結合 によりエナ ンチオマー問で安定性の異
なる相互作用錯体 の形成 される ことを示 している。
一方 、高次構 造 を形成 する タンパ ク質 と薬物 の相互作用 は複雑 であるため 、
タンパ ク質固定 化 カラムのキ ラル認識 メカニズ ムを1つ の相互作用で説明す る
こ とは困難であ り、様 々な相 互作用が複雑 に絡 み合 っている と考 えられる。 こ
れ まで、数種の タンパ ク質固定化 カラム を用い てキラル認識部位 の特徴 に関 し
てい くつかの検討 が報告 され ている。Wainerらは、HSA固定化 カラムにおい て、
薬物エナ ンチオマーのアロステリック作 用 に基づ く保持 を見出 している82)。す な
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わち、HSAでは薬 物 の結合部位 と して、 ワーフ ァリン結合部位 やベ ンゾジアゼ
ピン結合部位 な どい くつか特定 されているが、 ワーファリン光 学異性体の うち
タンパ ク質に対 す る親和性の強 いエナ ンチ オマ ーを予め移動相 中に添加 して ロ
ラゼパ ムの光学 分離 を行 うと、添加 しない ときに比べて保持 の強い ロラゼパ ム
エナ ンチ オマーの保持時間が明 らか に長 くな り、分離が改善す る。 これは、 ワ
ーファリンが結 合す る結果、ロ ラゼパムの結合部位 に何 らかの構造変化が生 じ
て親和性が増大 す る もの と考 え られている。 また、構造類似体 を用いる と、 固
定相 に対 する溶 質 の分配量 を表すk7(k'+1)とタンパ ク結合率 との問に良好 な相
関が認 め られる ことか ら83層85)、タンパ ク固定化カラムによる保持の情報か ら、生
体内 における薬物 の タンパ ク結合率を予測する試み もな され ている86'88)。
以上の観点か ら、今 回開発 したコンアルブ ミンカラム及 びフ ラボプロテイ ン
カラム に加 え、オボ ムコイ ドカラム51)とア ビジンカラム58)計4種の特性 を比較検
討 し、保持及 び光学異性体分離能 とタンパ ク結合率 との関係 を調べ るとともに、
保持及び分離 に及ぼす薬物 の非特異的相互作用 の影響 を調べ た。
第2節4種 の タンパ ク質固定化 カラムの特性 とタンパ ク結合率
4種カラムの性質 を比較検討 するため、モデ ル化合物 と して酸性、中性及 び
塩基性 と性 質の異 なる4種 の化合物 を選択 した。す なわち、酸 性化合物 として
抗 炎症薬 ケ トプロフェン、中性化合物 としてクロルメザ ノ ン及びベ ンゾインを、
また塩基性 化合物 として β遮断薬プロプラ ノロールを用 いた(図11)。
は じめに移動 相 中のメタノールの濃度 を変化 させ て各化合物 の保持及び分 離
に及ぼす影響 について検討 した。表9に結果 を示 したが、いずれの化合物 も各 カ
ラムにおいてメ タノールの濃度 が増大する につ れて保持が減少 し、4種 の固定
相がいず れ も逆相系 の性質 を有 していることが 判った。 また、 ほ とん どの場 合
において移動相 中のメ タノール濃度 の増加 に伴 って α値 が減少 したが、 オボ ム
コイ ドカラムにおけるプロプラノロールの場合 とアビジ ンカラム におけるク ロ
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ルメザ ノンの場合のみ、メ タノール濃度の増大 に従 って α値 も増大 した。
CH3
■
★kCHCOOH
〈}1{l
Ketoprofen(KE)
Cl
♀H,S:H・
CH2'£H'CH2-NH-CV
CH3
Propranolol(PL)
ei:一,・《)
O
Chlormezanone(CM)Benzoin(BE)
図11モ デル化合物 の構造(キ ラル中心は*印 で示 した。)
移動相 中の有 機溶媒 の種類 を変化 させ た ときの、各化合物 の保持及 び分離 の
挙動 につ いて表10に示 したが、 いずれのカラム も先 と同様逆相 系の保持挙動 で
ある結果 を示 した。直鎖アルコールでは、メタ ノール濃度 を変 化 させ た ときの
結果 と一致 してお り、有機溶媒 の疎水性 が増大 するに伴 って保 持の減少が認 め
られた。一方2一プロパ ノールを有機溶媒 として移動相 に用 いる と、その α値 はエ
タノールを用い た ときと同程度 かあるいは若干低下 した。 アセ トニ トリル を用
いた場合は、他 の有機溶媒の ような規則性 は認 め られず、 オボム コイ ドカラム
を用 いたプロプ ラノロールの分析 においては、 アセ トニ トリルの場合 の方が メ
タノールの場合 に比 し、極端 にk値 は減少 しているものの α値 は逆に増大す る結
果 を与 えた。またフラボプロテインカラムにおいて も、1一プ ロパ ノールの場合で
は光学分離 されなか った クロルメザ ノンが、ほぼ同 じ左値 を示す アセ トニ トリル
で α値 が1.09と分離 された。
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表94種 タ ンパ ク 質 固 定 化 カ ラ ム に よ る 保 持 お よ び 光 学 異 性 体 分 離 に対 す る
移 動 相 中 の メ タ ノ ー ル 濃 度 の 影 響
Chromatographicconditions:mobilephase,20mMphosphatebuffer(pH6.0)一
ρe出㎝ol;flow-rate,1.OmL/min;detection,UV230nm;sampleamount,200ng
ln10μL
CSPMeOH(%)KE PL (M BE
k'1 α k'1 α k'1 α
OVM15
20
25
30
35
40
AVIlO
15
20
25
30
35
40
CON2
4
6
8
10
FLA2
4
6
8
10
15
20
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
?
?
??
?
??
?
?
?
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?
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?
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?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
??
11-
0067
0033
0019
0011
008
4
754
593
473
372
302
252
007
006
005
004
004
19-
1831
1623
1421
1216
0712
009
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
1
070
090
110
130
140
024
043
031
001
000
000
000
001
001
001
001
001
1
001
001
001
000
000
000
k'1ニcapacityfactoroffirst-elutedenantiomer;α=
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
eparat
913
142
631
180
000
000
204
323
442
491
531
570
560
192
162
132
001
001
726
665
583
543
442
311
231
k'1 　
722
331
241
811
591
491
251
071
171
621
211
931
76正
961
541
201
981
871
381
361
901
541
611
841
471
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
onfactor.
移動相 の疎水性 の低下が α値 の増大 をもた らす とい う結果か ら、キラル認 識
部位にお いて疎水 的相互作用が 薬物 一タンパ ク質問の親和性 に大 きく寄与 して
い ることが示唆 されたgo)。いずれのカラムにおいて も直鎖 アル コールではメタノ
ール を用 いたと きに最 も良好 な分離 を示 したが
、溶質 とタンパ ク質上のキラル
認識部位 との疎水 的相互作用 に対す る阻害効果 が最 も弱いため と考 えられ る。
一方、オボム コイ ドカラムでの プロプラノロー ルの場合 とアビジンカラムにお
けるクロルメザ ノンの場合 は、移動相 中のメタノール濃度 の増 大が保持 を減弱
させ るにも関わ らず分離 を向上 させたが、 メタノールの溶媒和 に起 因す る薬 物
分子の固定相表 面へ の接近の減 少効果が、 キラル認 識部位 より も保持 に重 要 な
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非特異的部位 に対 する寄与が大 きく、メ タノー ル濃度が増大 して もキ ラル認 識
部位 における疎水性相互作用 がそれほ ど阻害 されないため と考 えられる。
表104種 タ ン パ ク 質 固 定 化 カ ラ ム に よ る 保 持 お よ び 光 学 異 性 体 分 離 に 対 す
る移 動 相 中 の 有 機 溶 媒 種 の 影 響
Chromatographicconditions:mobilephase,20mMphosphatebuffbr(pH6.0)-
organicsolvent(OVM,80:20;AVI,80:20;CON,98:2;FLA,90:10);flow-rate,
1.OmiVmin;detection,UV230㎜;sarnpleamount,200ngin10μL
CSPSolventKE PL CM BE
k'1 α
641
141
741
911
711
921
521
971
921
891
601
151
511
601
731
031
931
371
021
261
k'1 α
671
821
191
981
011
461
441
661
311
441
711
491
311
031
031
001
071
911
541
501
k'1 α
932
561
351
481
371
941
141
661
891
531
351
181
121
221
281
841
731
621
711
561
k'1
OVM
AVI
CON
FLA
Methanoll
Ethano11
1-PropanolO
2-PropanolO
AcetonitrileO
Methanoll2
Ethanol4
1-Propano11
2-Propanol2
Acetonitrilel
Methanol5
Ethanol4
1-Propano13
2-Propanol4
Acetonitr且e4
Methanol3
Ethanoll
1-Propanol1
2-Propanol2
Acetonitrile1
0067
0013
001
003
004
593
312
001
112
001
007
005
004
004
006
1216
108
003
106
004
070
000
000
000
150
031
001
000
000
000
001
001
001
001
001
000
000
000
000
000
142
181
000
000
000
442
111
001
001
000
192
122
002
002
002
442
151
001
001
001
331
001
551
781
581
171
501
051
381
871
961
431
181
461
431
611
771
221
751
211
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
k'1=capacityfactoroffirst-elutedenantiomer;α=separationfactor.
移動相の塩濃度が保持及 び分離に与 える影響 について、表11に結果 を示 した。
中性 化合物であ るクロルメザ ノ ン及 びベ ンゾイ ンは、いずれの 固定相 におい て
も塩濃度の影響 を受 けず、ほぼ一定のk値 を示 した。ケ トプロフェンは、オボム
コイ ドカラム、 ア ビジンカラム及び コンアルブ ミンカラムにお いて、移動相 の
塩濃度の増大に伴 いk値 を徐 々に減少 させ たが、フラボプロテインカラムにおい
てはほぼ一定であった。第1章 で述べ たが、移動相のpHが4.6の場合 は塩濃度の
増大がケ トプロフェ ンのk値 の減少 を引 き起 こ してお り、今 回のpH6の場合の結
果 と異なることは興味深い。一 方、ケ トプロフェンの場合 とは逆に、塩基性 薬
物であるプロプ ラノロールの場 合は、フラボプ ロテインカ ラムでのみ塩濃度 の
一一27_
増大 による保持 値 の減少が顕著 で、他 のカラムではそれほ ど大 きな変化は認 め
られなかった。 またア ビジンカ ラムにおいては、塩濃度 の増大 によるプロプ ラ
ノロールのk値 の変化 は認め られなか った ものの、 α値 は増大 した。
表114種 タ ンパ ク 質 固 定 化 カ ラ ム に よ る保 持 お よ び 光 学 異 性 体 分 離 に 対 す
る 移 動 相 中 の 塩 濃 度 の 影 響
Chromatographicconditions:mobilephase,phosphatebuffer(pH6.0)-
methanol(OVM,75=25;AVI,80:20;CON,98i2;FLA,90:10);flow-rate,1.O
mL!min;detection,UV230㎜;sampleamount,200ngin10μL
CSPBufferconc.KE
(mM)k'1 α
681
521
161
051
011
731
781
921
051
291
121
981
601
111
451
851
131
031
801
221
PL
k'1 α
751
041
891
001
151
981
061
461
131
831
431
491
711
481
501
961
401
001
471
941
CM
k'1 α
691
711
671
691
691
001
011
941
001
961
501
561
351
541
431
911
901
841
891
911
BE
k'1
OVM
AVI
CON
FLA
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
【?
?
?
?
?
0032
0030
0033
0030
0023
602
593
593
573
522
008
0010
007
008
007
1522
1618
1216
1313
1310
080
070
090
080
070
002
002
031
062
071
001
001
001
001
001
000
000
000
000
000
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
α
31168
33168
24167
36168
31169
19106
20106
06171
06171
10106
18111
31112
96106
28106
15105
70126
73127
61125
64128
77130
k'1=capacityfactoroffirst-elutedenantiorner;α==separationfactor.
移動相の緩衝液 に用いるアニ オン種 も、各 タ ンパ ク質固定化 カラムにおけ る
光学異性薬物 の保持及 び分離 に影響 した(表12)。ホ ウ酸緩衝 液 では、 リン酸
緩衝液 と比べ いずれの カラムにおいて も酸性薬 物であるケ トプ ロフェンの保持
を増大 させ た。 その増加率は、 オボムコイ ド(約9倍)、 ア ビジン(約4倍 以
上)、 コンアルブ ミン(約3倍)、 フラボ プロテ インカ ラム(約2倍)の 順 で
あ り、これ は糖 鎖中のマ ンノースの含量の順 と一致 した57)。糖 タンパ ク質の糖鎖
部分 は、糖 一ホ ウ酸複合体 を形 成す ることが知 られてお り、上 記の現象 はこの
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複合体形成 と何 らかの関係が ある と推察 される。塩基性薬物で あるプロプラ ノ
ロールの場合、 オボム コイ ドカ ラム及 びアビジ ンカラム におい てはケ トプロ フ
ェ ンの場合 とは逆 にホウ酸緩衝液 を用 いたときに最 も小 さい保持 を示 した。
表124種 タ ンパ ク 質 固 定 化 カ ラ ム に よ る 保 持 お よび 光 学 異 性 体 分 離 に対 す
る 移 動 相 中 の 緩 衝 液 成 分 種 の 影 響
Chromatographicconditions:mobilephase,20mMbuffer(pH6.0)-methanol
(OVM,75二25;AVI,90=10;CON,98:2;FLA,90:10);flow-rate,1.OmL!min;
detection,UV230㎜;sampleamount,200ngin10μL
CSPBuffer KE PL (M BE
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k'1=capacityfactoroffirst-elutedenantiomer;α=separationfactor.
また、 コンアルブ ミンカラム及 びフラボプロテインカラムの場合は、ホウ酸
緩衝液 を用 いた ときの プロプラノ ロールのk'値は リン酸 緩衝液 を用 いた ときの
それ とほとん ど変わ らなか った。光学異性体分離能 に関 しては、 オボム コイ ド
カラム、 コンアルブ ミンカラム及 びフラボプロテインカラムにおいては移動相
中のアニオン種 を変化 させて もそれ ほど影響 を受けなかったが、 アビジ ンカ ラ
ム においては特 にイオ ン性薬 物 でアニ オン種 に より分離 の異 なる結 果が得 られ
た。移動相 中の塩 濃度 を変化 させ たと きの結果 も併せて考 える と、ア ビジ ンカ
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ラムにおけるイ オン性薬物のキ ラル認識 におい て、その部位 におけるイオン性
相互作用 も強 く影響する ことが示唆 された。
表134種 タ ン パ ク 質 固 定 化 カ ラ ム に よ る保 持 お よ び 光 学 異 性 体 分 離 に対 す
る移 動 相 のpHの 影 響
Chromatographicconditions:mobilephase,20mMphosphatebuffer-methanol
(OVM,70:30;AVI,80:20;CON,98:2;FLA,90;10);flow-rate,1.OmL!min;
det㏄tion,UV230㎜;sampleamount,200ngin10μL
CSPpH KE PL CM BE
k'1 α
961
041
851
911
391
261
691
081
381
291
651
741
161
241
661
581
201
391
481
421
k'1 α
011
611
921
251
721
001
701
861
871
241
151
581
061
801
661
001
961
831
631
k'1 α k'1 α?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
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?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
070
001
002
0016
0060
230
380
460
582
617
000
000
002
005
002
120
340
274
1515
00一
000
000
000
100
200
001
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k'1ニcapacltyfactoroffirst-elutedenantiomer;α=separationfactor.
表13に、 移動 相 のpHを 変化 させ た と きの各 固定 相 にお ける保 持 及 び分 離 に 及
ぼす 影響 につ い ての結 果 を示 した。各 タ ンパ ク 質 の等 電 点 は、 オ ボ ム コイ ドが
3.9～4.3、ア ビ ジ ンが9.5～10、0、コン アル ブ ミ ンが6.05～6.6、フラ ボ プ ロテ イ
ンが3.9～4.1であ り、 それ ぞ れ全 く異 な る物性 を持 つ タ ンパ ク質 であ る57)。しか
しなが ら、 いず れの カ ラム にお い て も酸 性 薬 物 で あ る ケ トプ ロ フェ ンはpH4.0
で 最 も強 い保 持 を示 した 。 この こ とは 、4種 の タ ンパ ク質 上 で 同 じア ミノ酸 残
基 が ケ トプ ロ フ ェ ンの保 持 に関 係 して い る こ と を示 唆 して い る 。 ケ トプ ロフ ェ
ンは分 子 内 に カ ル ボキ シル基 を有 し、そ のpKa値は4～5付 近 で あ り、移 動 相 のpH
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が 中性 か ら酸性 になるに従ってそれ 自身の疎水性 が増大 し、その結果k値 が増大
す るが、pH4以下ではタンパ ク質中の ア ミノ酸残基の イオン状態が変化 し、 ケ
トプロフェ ンのk値 が低下するもの と考 えられる。
一方、プロプラノロールの場合 は、 コンアルブ ミンカラムを除いてpHが中性
に近づ くにつれてk値 が増大 した。プロプラノロー ルのpKb値は9.5であ り、移動
相 のpH条件 の変化 による薬物分子 自身の疎水 性が変化 してk'値が増大 した と考
えられるが、 コ ンアルブ ミンカラムはプロプラノロールに対 す る保持力が他 の
固定相 に比べて弱 く、 このため薬物 自身の疎水 性 よ りもタンパ ク質 自身の疎水
性 変化の影響の方が強 く現れ、pH6.0で最 も強 いk値 を示 した もの と考 えられる。
中性化合物 の保持 は、移動相のpHにそれ ほど影響 を受けないが、光学分離 に最
適 なpH条件は各 カ ラムで異なった。 このことは、各 カラムにおけるキラル認識
部位の ミクロ環境が各 固定相問で異 な り、 しか もその ミクロ環境 はpHによっ て
立体構造 が微 妙 に変化 する可能性が示唆 された。
表14タ ン パ ク 結 合 率 測 定 に お け る 回 収 率
Chromatographicconditions:column,1几TRONES-OVM(150mmx4.6㎜
i.d.);mobilephase,(KE)acetonitrile-20mMphosphatebuffer(pH3.0)
(10=100),(PL)acetonitrile-20mMphosphatebuffer(pH6.8)(30:100)and
(CM,BE)ethanol-20mMphosphatebuffer(pH4.6)(10:100);flow-rate,1.O
mL!rnin;detection,UV230㎜;n=4.
Racemate Recovery(%)
1 2?
?
?
?
100.3±2.2
95。8±2.2
99.2±1.1
101.4±2,6
100.4±2.1
96.2±2.2
10L2±1.0
101.0±2.6
1=first-elutedenantiomer;2=second-elutedenantiomer.
次 に、実験の 部 に示す手順 に従い、各 タンパ ク質 に対す る4種 化合物の タン
パ ク結合率 につ いて検討 した。 まず、 タンパ ク結合率測定操作 中 における各 化
合物の回収率 を測定 した(表14)。いず れの化合物 も光学異性 体 問で回収率 に
差が な く定量的 に回収で きるこ とか ら、本測定法が正確 にタンパ ク結合率 を測
定で きることが判明 した。
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表15各 タンパ ク質に対す る各光学異性薬物の タンパ ク結合率(%〉
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1=proteinbinding(%)offirst-elutedenantiomerofeachcompoundonULTRONES-
OW;2=proteinbinding(%)ofsecond-elutedenantiomerofeachcompoundon
ULTRONES-OW;2/1=proteinbindingratio.
本測定法 による各化合物の4種 タンパ ク質に対 するタ ンパ ク結合率の測定 結
果 を表15に示 した。酸性薬物で あるケ トプロフェ ンはいずれの タンパ ク質にお
いて も高い結合 率 を示 し、 しか もアビジンにお いては他 の タンパ ク質の場合 と
逆のエナンチオマ ーに対 して強 い結合率 を示 した。 この ことか ら、 アビジ ンカ
ラムに よるケ トプロフェンの光学分離の際のエ ナンチ オマーの溶 出順序 は、他
のカラムにおけ るそれ とは逆で ある可能性が示唆 された。塩基 性化合物であ る
プロプラノロールは、アビジ ンに全 く結合せず、コンアルブ ミンに対 してはpH7
においてのみ若干結合 した。 アビジンは塩基性 タンパ ク質であ り、pH3～7の条
件 下では正 に帯電 している。 また、 コンアルブ ミンの等電点は約6であ り、pH6
以下では正 に帯電 してお り、オボムコイ ド及びフラボプロテイ ンの等電点は約4
であることか ら、プ ロプラノロールの各 タンパ ク質 に対す る結 合 にはイオ ン性
の相互作用が大 き く関与 していることが示 唆された。
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Time〔min)
(b)
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Time(min)
(d)
(c}
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む 　ロ
II
Time(min》
{ε)
PP拐
Time{min)
図12 タンパ ク固定 化カ ラムによる各モデル化 合物の代表的 なクロマ トグ ラ
ム
Chromatographicconditions:column,(a,b)OWI-CSP(150mmx4.6㎜
i.d.),(c)AVI-CSP(150mmx4.6mmi.d.)and(d,e)FLA-CSP(150mmx
4.6㎜i.d.);sample,(a,e)benzoin,(b,d)chlormezanoneand(c)ketoprofen;
mobilephase,(a)20mMphosphatebuffer(pH6.0)。methanol(85=15),(b)20
mMphosphatebuffer(pH5.0)-methanol(90:10),(c)20mMphosphatebuffer
(pH7.0)-methanol(80:20),(d)20mMphosphatebuffer(pH7.0)-methanol
(98:2)and(e)20mMphosphatebuffer(pH6.0)-methanol(94=6);flow-rate,
1.OmL/min;detection,UV230㎜;columntemperature,roomtemperature;
sampleamount,200nginlOμL
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図12に、各 カ ラム における光学異性体分離の代表的 なクロマ トグラムを示 し
たが、エ ナンチ オマー間のタンパ ク結合率の差 が大 きい組 み合 わせほ ど、 タ ン
パ ク質 固定化 カ ラムでの光学分 離が良好である傾向が認 め られ た。オボムコイ
ドは4種 の化合 物いずれに対 しても各エナ ンチ オマーの タンパ ク結合率の差 が
大 き く、 これ らの化合物が オボ ムコイ ドカラム においていずれ も良好 に光学 分
離 される結果 と良 く一致す る。
4種 のタンパ ク質固定化 カラムの性質 を比較 検討 した結果、 移動相 と保持 及
び分離 の関係 を調べる ことで、あ る程度キ ラル認識部位 の ミク ロ環境 を推測 で
きる可能性 が示 唆 された。 また、 タンパ ク結合 率 と各化合物の 分離の関係 につ
いて検討 し、エ ナンチオマー問の タンパ ク結合 率の差の大 きい 場合ほ どカラム
上での光学分離 が顕著になる傾 向が認め られた。 しか し、薬物 の保持及 び光 学
分離能 に関する定量的な考察に は、非特 異的相 互作用 に関 して も考慮 に入れ な
ければならない と思われる。
第3節 タンパク質固定化カラムの光学分離能における非特異的相互作用の
影響
タンパ ク質固 定化キラル固定 相 に対する薬物 分子 の相互作用 は、図13に示 し
た ようにタンパ ク質分子 だけで な く、 シリカゲ ル表面 やア ミノ プロピルスペ ー
サー、未 反応の残存 ジスクシンイミジルカルボ ネー トとも非特 異的に相互作 用
す る と考 えられ る。 これ らの相互作用 においては次の平衡 関係が成 り立つ。
KnspKpro
Snsp≠Sm≠Spro (1)
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non-specific specific
Spacer
SilicaSupport
/⑤
Flavoprotein
?
? ?
図13タ ン パ ク 質 固 定 化 キ ラ ル 固 定 相 へ の 溶 質 分 子 の 相 互 作 用
s,solutemoleculesinthecolumns;siteI,higher-affimitysiteforsolute
moleculesontheproteinmolecule;siteII,lower-affinitysiteforsolute
moleculesontheproteinmolecule.
この とき、Snsp、Sm、Sproはそれぞれ非 特異 的相互作用部位 に結合 している薬
物分子、非結合 状態の薬物分子 及び タンパ ク質分子 に結合 している薬物分子 を
示す。Knsp(Knspニ[S]nsp/【S]m)及びKpro(Kpro=[S]pro/[S]m)は、それぞれ非
特異的相互作用 部位 における薬 物の分配係数及 びタンパク質分 子 に対す る薬物
の分配係数 を示 している。通常の逆相分配型 の固定相 においては、保持係数k'
値 はk'ニKs・Vs/Sdnにて表 され る(Ksは固定相 に対する溶質の分配係数、Vsは固定
相容積、㎞ は移動相容積 をそれぞれ示す)。 それゆえタンパ ク質結合型固定相
におけるk値 は次の式 で与 えられる。
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Kpro・VI)ro+Knsp・Vhspk'
csp=・k'pro+k'nsp=
Vm
(2)
この ときVPro及びVnspは、カラム中の タ ンパ ク質部分の容積 と非特異的結合 に
関与する部分の容積 を示 してい る。一方 、水溶液 中で は溶質 と タンパ ク質の 間
には次の平衡関係 が成立 している と考 えられる。
Kp
P+S≠PS (3)
溶質 とタンパ ク質問の会合定数Kpは、[PS】/[S}[P工にて表 される。Hageらは、 固
定化 されたHSAの薬物結合能が、溶液 中のHSAのそれ とほ とん ど同 じである と
報告 してお り87)、固定化 されたタンパ ク質分子 は溶液中に存在す るタンパ ク質分
子 と同様 の環境下 にあ ると考 えられる91)。もし固定化 されたタ ンパ ク質分子 の 自
由度が水中 に溶 解 しているタンパ ク質分子の 自由度 と同程度 であ るな ら、固定
化 されたタンパ ク質は移動相液 中で溶解状態にあ るとみなす こ とがで きる。 こ
の仮定が成 り立つ な ら、[PS]/[S】は ]proノ[S]mで表す ことがで きる。 またタンパ
ク質分子 に対 する溶質の分配係数Kproは、Kp・[P】で表す こ とがで きる(この とき
[P]は移動相 中の タンパ ク質分子のモル濃度 を示す)。 これ らの仮定 をふ まえ て
(2)式か ら、タンパ ク質固定化キラル分離固定相 にお けるk'値は次式で与 え ら
れる。
Kp{P]・Vpro+Knsp・Vnspk'
csp=
Vm
(4)
また、 α値 は次式で表 され る。
α=Kp2{P]'Vp・ ・+κn・p'Vn・p
KPI・[P]・VI)ro+.Knsp・Vnsp
(5)
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式(4)、(5)に おいて【P]、VPro、Vnsp、Vm及びKnspはある特定の薬物 を分
析す る場合 にお いてカラムに固有 の値であるため、タンパ ク質 固定化 カラム に
お けるk値 及び α値 は、溶質の タンパ ク質分子 に対する会合定数にのみ影響 を受
け ることが わか る。
表16保 持及び光学異性体分離に対する非特異的相互作用の影響
NSP
k'1
pH4.O
k'2 k'1α
(a)Experimentalvalues
OO1371523
851241621
851191792
191111833
901111942
pH5.O
k'2 α
?
?
?
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?
?
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?
?
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?
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Chromatographicconditions:mobilephase,20mMpotassiumphosphatebuffer;
flow-rate,O.5mlYmin;detection,UV254㎜;injectionamount,40ngin5μL
(b)Calculatedvalues
O2406329513715201923126
12407302912616331942119
22436289611917331979114
32474282711418232022111
42513279311119012067109
CalculatedvaluesbyusingEqs,(7)and(8),
NSP=number(n)ofnon-specificcolumns.
k'1=capacityfactoroffirst-elutedenantiomerofKE.
k'2ニcapacityfactorofsecond-elutedenantiomerofKE.
α=separationfactor.
これ らの理論 式の妥 当性 を確認 するため、 フラボプロテ イン ミニカラム(10
㎜ ×4.Ommi.d.)に非特異的固遣 目カラム(NSPカラム、10㎜ ×4.0㎜
i.d.)を直列 につな ぐこ とによ り、k値 と非特異的相互作用部位の量 の問の関係
を調べ た。フラボプロテインミニカラムに直結 させるNSPカラムの数を変化 させ、
同量の試料 を注入 した ときのk値 を測定 した結果 を表16に、そのときのクロマ ト
グラム を図14に示 した。pH4.0及び5.0のいずれの条件 にお いても、NSPカラ ム
が増 えるに従 って α値 は低下 した。
_『7_
(a)pH4.0
n=0
n=1
n=2
n=3
n=4
?
ー
ooれ サ
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Time(min》
(b)pH5、0
n=0
n=1
n=2
n=3
n=4
?
? ooね やll
Time(min)
図14 ミ ニ カ ラ ム 直 列 結 合 時 の ク ロ マ ト グ ラ ム
AFLA-CSPminicolumnwasusedincombinationwithvariousnumbers(n=0-
4)ofNSPminicolumns.
Chromatographicconditions:mobilephase,20mMpotassiumphosphatebuffer
(pH4.OorpH5.0);flow-rate,O.5mL/min;detection,UV254㎜;column
temperature,25。C;injectionamount,40ngin5μLasracemate.
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ここで、NSPカラムの数が増 えるに従 って移動相量が増 えるこ とに注 目 しなけ
ればな らない。 すなわち式(4)、(5)に おけ る[P】は移動相 中の タンパ ク質
分子 のモ ル濃度 であるので、 フラボプロテ インミニ カラムにn個のNSPカラムを
結合 した ときの[P】は、
∫[P]
=
Vm十n・v「m
(6)
で表 され、この ときのVmはNSPカラム中の移動相量 を、Sはフラボプ ロテイ ン
ミニ カラムにお いて シリカゲル担体 に結合 してい るタンパ ク質分子 のモ ル量 を
示 している。一方、非特異的相互作用部位 の容量 はVnsp+n・V'nspで表 され、この
ときのVnspはNSPカラム中の非特異的相互作用部位 の容量 である。従 って、 フ
ラボプロテイ ン ミニカラムとNSPカラム を直列 に結 合 した とき、式(4)及 び
(5)は次の ように変形 され る。
Kp・S・Vpro
k,・p=㎞+n'Vm
+・Knsp・(Vnsp+n・Vnsp)
Vm+n・Vm
Kp2・S・Vpro
+Knsp・(Vnsp+n・Vnsp)
Vm+n・Vm
(7)
α=
KPI・S・Vpro
+1(nsp・(Vnsp+n・γnsp)
Vm+n・Vm
(8)
光 学 対 掌体 存 在 下 でのpH4.0及び5.0にお ける ケ トプ ロ フェ ンエ ナ ンチ オマ ーの
会 合 定 数 をス キ ャ ッチ ャー ドプ ロ ッ トに よ り求 め た92・93)(表17)。ケ トプ ロ フ ェ
ンの 遅 く溶 出す るエ ナ ンチ オマ ーの 会合 定 数 は 対 掌 体 の それ に 比べ て高 い 値 を
示 した 。 フラ ボ プ ロテ イ ン ミニ カ ラム を用 い た 検 討 にお いて用 い た各 パ ラ メ ー
タ ー を表18に示 したが 、 これ ら及 びス キ ャ ッチ ャー ドプロ ッ トに よ り得 られ た
値 を用 い て式(7)に よ り算 出 したk「値 は実験値 と良 く一致 し(表16)、式(8)
に よ り算 出 した α値 と実験 よ り得 られ た α値 の 問 には 、良 い相 間 が認 め られ た
(pH4.0;i=O.9682,pH5.0;2=0.9571)。
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表17pH4.0及 び5、0にお け る会 合定 数
pH MeOH,%Kp1110-4M'iKp2110'4M1?
?
?
?
?
?
? 0.87
1.00
3.28
1.65
Kpi=associationconstantoffirst-elutedenantiomerofKE
Kp2=associationconstantofsecond-elutedenantiomerofKE.
表18 ミニ カラム実験 の記及び α値 の計算 に用 いたパ ラメー ター
pH4.0 pH5.0
∫
Vpro
Vm
V'm
k'nsp
3.6xlO'7(mol)
8.1xlO曜lo(L)
5,5x10-7(L)
1.lxlO幽7(L)
9.84
3.6xlO'7(mol)
3.8x10'10(L)
4.7xl(y7(L)
6.7x10噸8(L)
8。22
これ らの結 果は 、 タ ンパ ク質 固定化 カ ラムにお ける保持 及 び分離 能は 、式
(4)及び(5)に よって与 え られることを示 している。 また 、保持及び分 離
にタンパ ク質分子 に対 する溶 質の会合定数が大 きく関与す る一 方、非特異的 相
互作用 もこれ らに大 き く影響す ることか ら、良好 な分離 を得 るためには非特 異
的相互作用 を抑 えなが ら溶質 とタンパ ク質の親和性 を維持す る条件 を選択す る
こ とも重要である。
pH4.0及び5.0いず れの条件下 において も、 フラボ プ ロテイン ミニ カ ラム に
NSPカラムを直列 す ることで α値の減少 を示 した(表16)。しか し、pH4.0にお
いては、k'1値がほぼ一定でk'2値が減少するのに対 し、pH5.0においてはk'1値が
増大 してk'2値はほぼ一定であった。 これ らの結果は、pH4.0及び5.0におけるケ
トプロフェンの保持 に対 して特 異的相互作用 と非特異的相互作 用 がそれぞれ異
なった寄与 をするこ とを示 している。式(2)よ り、k'cspはk'proとk'nspの和で
与 えられ るが、非特異 的相互作用の効果が小 さい場合は,NSPカラム(非特異的
相互作用部分)を 増 や して も保持時間の変化 は少 な く、k'値は減少 し(pH4.0の
ときのk'2値)、逆 に非特異的相互作用 の影響が大 きい場合は、非特異的相互作
用部位の増大 に伴 ってk'値も増大する(pH5.0のときのk'1値)。pH4.0ではケ ト
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プロフェン分子 の多 くが非解離型 と して存在 し、pH5。0では反対 に解離型が優先
すると考 えられ る。それ ゆえ、 ケ トプロフェン分子のカルボキ シル基 による イ
オ ン的相互作用 は、非特異的保持 に大 きく関係 している と考え られる。ケ トプ
ロフェンエナンチ オマー問の フラボプ ロテインに対する親和性の差 は、pH5.0
に比べてpH4.0の時の方が大 きい(表17)。従って非特異的相互作用の影響 が小
さ く、かつタンパ ク質 に対す る親和性の差 が大 きいpH4.0の条件 の方が、pH5,0
の場合 に比べて良好 な分離 を示 した と考 えられる。
第4節 タンパク質固定化カラムの保持及び分離能に対する移動相中の有機
溶媒の影響
これ までの基 礎 的検討 か ら、 タンパ ク質固定化 カラムの保持 及び分離能 に対
して移動相 中の有機 溶媒 の種類、濃度が大 き く影響することが明 らかになった。
そ こで次 に一般 的 なサイズ(150㎜ ×4.6mmi.d,)のフラボプロテインカラ
ム を用いて、移動 相中の有機溶媒が前節の式(4)、(5)の いずれのパ ラメ
ー ターに影響 を及 ぼすか につ いて検討 した。
有機溶媒 として メタノールを用 い、その濃度 を変化 させ たと きの代表的 な ク
ロマ トグラムを図15に示 した。 これまでの結果 と同様 に、移動 相中の有機溶 媒
の濃度が増大す るに従 ってk値 が減少 し、α値 も減少 した。表19にラセ ミ体 を用
いてス キャッチ ャー ドプロッ ト解析 によ り求めた各 メタノール濃度にお けるケ
トプロフェ ンの 各異性体 の会合定数 を示 した。いずれのエナンチオマー もメ タ
ノール濃度が増大する とKp値は減少 した。 また、式(4)、(5)を 用いた計
算 に必要な各パ ラメー ター を表20に示 したが、非特異的相互作用 によるk'値を示
すk'nsp値もメタノール濃度 の増大 とともに急激 に減少 し、移動相 中の有機溶媒
が タンパ ク質分 子上での特異的相互作用 と、非 特異 的相互作用 のいずれ に も大
き く影響するこ とが判明 した。
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図15 コ ン ベ ン シ ョ ナ ル フ ラ ボ プ ロ テ イ ン カ ラ ム に お け る ク ロ マ ト グ ラ ム
Chromatographicconditions=mobilephase,20mMpotassiumphosphatebuffer
(pH4.0)-methanol(100:0,98:2,95:5,90:10,85=15);flow-rate,1.OmL/min;
detection,UV254㎜;columntempera加re,25。C;injectionamount,200ngin
spLasracemate.
表19 各 メタノール濃度 における会合定 数
pH MeOH,%Kp1/10"4M'iKp2!10'4M'1
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
0.87
0.60
0.39
0.32
0.12
3.28
1.11
0.72
0.45
0.16
Kp1=associationconstanteffirst-elutedenantiomerofKE.
Kp2=associationconstantofsecond-elutedenantiomerofKE,
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表20フ ラボプ ロテ イン分析カラム におけるk吸 びα値 の計算 に用いたパ ラ
メー ター
Parameter Value
[P】
Vpro
Vm
k'nsp(0%MeOH)
k'nsp(2%MeOH)
k'nsp(5%MeOH)
k'nsp(10%MeOH)
k'nsp(15%MeOH)
3.53x10'3(M)
258x10'4(L)
L81xlσ3(L)
41.92±0.55
23.23±0.23
14.53±0.40
7.91±0.22
5.02±0.09
た'nspv田uesweredete㎞edbyus㎞ganon-specificcolumnwi血dimensions
150mmx4.6㎜i.d.(n=3)preparedbytheconventionalslurrypackng
procedure.
表21保 持 及 び 光 学 異 性 体 分 離 に 対 す る 移 動 相 中 の メ タ ノ ー ル 濃 度 の 影 響
Chromatographicconditions:colu㎜,flavoprotein-immobilizedcolumn(150
㎜x46㎜i.d.);mobilephases,20mMpotassiumphosphatebuffer(pH
4.0)-methanol(100=0,98:2,95:5,90:10,85:15);flow-rate,1.OmlVmin;
detection,UV254nm;injectionamount,200ngin5μL;numberofinjection,
nニ3.
MeOH,% Experimentala
k'2
calculatedb
k'1 α
1.32
1.32
1.28
1.20
1.13
k'1 k'2
??
??
【」
?
?
?
」
?
?
38.44±0,3050.55±0.37
27.84±0.0636.70±α07
20.34±0,5025.99±0.65
13.32±0.2815.95±0.33
9.27±0,0910.49±0.10
38.95
27.66
19.11
11.78
9.61
51.06
36.52
24.77
14.41
10.84
α
1.31
1.32
1.30
1.22
1.13
k'1=capacityfactoroffirst-elutedenantiomerofKE;k'2=capacityfactorofsecond-eluted
enantiomerofKE;α=scparationfactor.
a.Experimentalvaluesobtainedbyusingtheequationk』('一ゆ!如,α=k'2/k'linthe
chromatography。b.Calculatedvaluesobtainedbyus童ngEqs.(4)and(5)inthetext.
式(4)及 び(5)を 用 いて算出 したk値及 び α値並 びに実験 によ り得 られた
k'値及び α値 をそれぞれ表21に示 したが、これ らの結果は良 く一致 した。以上の
結果は、今 回提示 した理論式 が タンパ ク質固定 化 カラムによる保持及び分離 を
考察する うえで妥当であることを示 している。
ケ トプロフェ ンのフラボ プロテイ ンに対する親和性 は、移動 相 中のメタノ ー
ル濃度の増大に伴 って減少 し(表19)、また非特 異的相互作用 も同様 にメタノ
一ル濃度の増大 に よって減少 した(表20)。 これ らの結果 は、 フラボプロテ イ
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ン結合 カラムが逆相系 の保持挙動 を示す こ とを、 また移動相 中の有機溶媒の存
在が、特異的相互作用、非特異 的相互作 用のいずれ にも影響す ることを示 して
いる。 と りわけ タンパ ク質分子 に対す るケ トプ ロフェンエナ ンチ オマーの会合
定数にその傾向 が顕著 であ り、 この ことはタンパ ク質分 子上 の キラル認識部位
における疎水性相互作用が光学分離 に非常 に重要であることを示唆 している。
第5節 結語
これまで開発 された4種 の タ ンパ ク質固定化 カラムに関 して 、移動相条件 を
変化 させ ることによ り薬物 の保 持及 び光学異性体 の分離 の挙動 を比較検討 した
が、移動相条件 の変化 と保持及 び分離の関係 を調 べるこ とによ りキラル認識 部
位の ミクロ環境 が推測で きた。 また、4種 タンパ ク質固定化 カ ラムはそれぞれ
異 なる特性 を有 してお り、広い範 囲の化合物 に適用 するため には新規の タンパ
ク質 固定化 カラム を開発するこ とが重要である ことも判 明 した。 さらに、 タ ン
パ ク結合率 と各 化合物 の分離の 関係 について検 討 したが、エ ナ ンチオマー問 の
タンパ ク結合率 の差 の大 きい場 合ほ どカラム上での光学分離が顕著 になる傾 向
が認 め られたが、薬物 の保持及 び光学分離 に関 して定量的 に考察す るためには、
タンパ ク質固定化 カラム内の非特異的相互作用の考慮が必要であった。
そこで次 に、タンパ ク質固定化 カラム によるk値 お よび α値 を薬物 のタ ンパ ク
質 に対する親和 性(会 合定数)を 用 いて理論式 で表 し、非特異 的相互作用 カ ラ
ム を連結する実 験か らその理論 式の妥 当性 を証 明 した。今回の検討結果 か ら、
HPLC用タンパ ク質 固定化カラムにおいては、保持及 び分離に対 して非特異的相
互作用が大 き く影響す ることが判明 した。従 って、充填剤や固定化法の最適 化
によ り非特異 的相互作用 を減弱 することに よ り、 さらに分離能 の高いカラムの
開発 が期待で きるが、一方で代 謝物や不純物 な どの類縁物質 も同時 に分離す る
目的 に対 しては、非特 異的相互作用の適切 なコ ン トロールが重 要である と考 え
られた。 また、pH4.0及び5.0の条件 で得 られた結果 を比較す ることで、ケ トプ
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ロフェン分子 の解離が非特異的相互作用 に強 く影響する ことが示唆 された。 さ
らに、メタノー ル濃度 を変化 させ た ときの保持 及び分離 の変化 をモニター し、
か つ理論式 を用 いた結果、キラル認識部位 におけ る疎水 的相互作用が光学分離
に重要であることも判明 した。
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第3章 キラル識別 に寄与する相互作用に関する考察
第1節 序
タンパ ク質固定化 カラム と薬物の相互作用 に関 して、 これ までい くつかの試
みが報告 されている。Noctorらは、HSAカラムにベ ンゾジアゼ ピンの結合部位 、
あるいはワー フ ァリン結合部位 に結合する とされ る薬物 エナ ンチオマー を移動
相中 に添加 し、他 の薬物 を注入 したときの競合 の程度 を調 べる ことによ り後 者
の結合部位 を特 定 し得 ることを報告する とともに、光学認識 において アロス テ
リックな作用の働 く場合のあることを見 出 している83・94・95)。またOdaらは、ア ビジ
ンカラム及 びア ミノ基 あるいは カルボキシル基 をアシル化 した化学修飾 アビジ
ンカラムを用い、数種 の薬物の保持及 び光学分離能の変化 を調べ ることによ り、
タンパ ク質分子 中の アミノ基 や カルボキシル基 がキラル認識 に重 要な役割 を果
た している ことを示 した96)。一方、Kaliszanらは、α1-AGPカラムで薬物のk'値と
薬物の疎水性、分子の大 きさ、N原子上非共有電子対の電子密度 との関係 を調べ
るこ とによ り、 薬物 は分子の大 きさによ りある程度認識部位へ の接近が制限 さ
れ、疎水性相互 作用 によって薬 物 と認識部位 問の結合 が安定化 し、電荷 に基 づ
く相互作用 に よってキ ラル識別が行われ ると述べてい る97'99)。さ らに、Pinkerton
らは、七面鳥オ ボム コイ ドを3つ の ドメインに分割 し、3番 目の ドメイ ンにの
み光学分離能の存在す ることを示す とともに、結合 に関与する ア ミノ酸残基 を
NMRを用 いて特定 し、 コンピューターに よる分子モデル計算 を行 いイオ ン性相
互作用、疎水性 相互作 用及び水 素結合が光学分離 に寄与 してい る ことを示 した
100)
O
これまで述べ た ように、骨タンパク質固定化光学異性体分離 カ ラムにおいて、
移動相 のpHや有機溶媒濃度が保持及び分離能 に大 きく影響する。一方、第2章
で調べ た ように、 タンパ ク質固 定化 カラムでは、未反応の スペ ーサー部分や残
存 シラノールな どに起 因する非 特異的相互作用 の影響 のため、 タンパ ク質分 子
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上 のキラル認識部位 と薬物の相互作用 を詳細 に解析す ることは困難であ る。
キャピラリー電気泳動(CE)法 は、 キャ ピラリーの両端に高電圧 を印加 し、
溶 質の電気的性質の差 を利用 して分離する方法で あ り101・102)、超高分離分析技 術
として現在広 く用い られている。その高分離能 を利用 し、光学 分離法が報告 さ
れているが1。3'且09)、最近泳動液 中にキラルセ レクター として タンパ ク質 を添加 し、
タンパ ク質 を疑似 固定相 として光学分離 を行 う方法が報告 されている110-114)。こ
の場合、泳動液 中に含 まれるタ ンパ ク質は固定化 されず 自然な状態にあ り、溶
質は純粋 にタンパ ク質への結合 すなわち分配 の しやす さによっ て分離 され る。
Lloydらは、キラルセ レクター としてHSAを用 いてHPLCとCEのk値を比較 し、
両者 に直線関係 の成立す ることを報告 している115)。
一方、薬物 と タンパ ク質問の相互作用 を解析 する上で、古 くか ら蛍光分析 や
円二色性分散分 析 な どが活用 されている。そこで今回、 フラボ プロテインを疑
似 固定相 として用 いるアフィニテ ィーCE法と分光学的手法 を用いて、薬物 とキ
ラル認識部位の相互作用 について考察 を加 えた。
第2節 タンパ ク質 固定化 カラ ムとア フ ィニ ティー キャピラリー電気 泳動 に
おける保持及 び光学分離能の比較
第1章 及 び第2章 で用 いた フラボプロテインは黄色の凍結乾燥粉末であ り、
リボフラビンを多量 に含 んだ まま精製 されている。HPLC用カラムを調製す る場
合 、スラリー充填後 に0.1%リン酸酸性 の水 ・アセ トニ トリル混液で洗浄 し、 リ
ボフラビンを除 くことがで きる。 しか し、CEの場合はタンパ ク質 を泳動液 に溶
解 してそのまま分析 に用 いるため、 リボ フラビンのUV吸収の影響 を大 きく受 け
ることが予想 される。 そこで、 フラボプロテイ ン画分のアポプロテイン化及 び
ゲル濾過 クロマ トグラフ ィー によるアポプロテ インの精製を行 い、 これ を以 下
の実験 に用い ることに した。
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図16モ デル化合物 の構造(不 斉 中心 を*印 で示 した。)
図16に今 回検討 に用 いたモデル化合物の構造 を示 した。 α一ア リールプロ ピオ
ン酸系抗炎症薬 は、いずれ も不 斉中心付 近の構造 が類似 してい る。 プログル ミ
ドは消化性潰瘍 治療薬であ り、抗炎症薬 と同様 カルボキシル基 を有 し、同程 度
のpKa値を持つ。オクス プレノロール及びア ミノグルテチ ミ ドはそれぞれ塩基 性
物質であ り、互 い に異 なる構造 を有 している。 まず、 これ ら8種 の化合物 を用
いてHPLC及びCEでの保持及び光学分離 について比較 した。
表22にその結果 を示 した。HPLCでは酸性化合物が強 く保持 され、同 じ部分構
造 を有す る抗炎症 薬 で もk値及 び α値 は大 きく異な り、フェ ノプロフェンはk「
値10でも光学分離 されなか った。それ に対 して塩 基性化合物で あるオクス プ レ
ノロール及 びア ミノグルテチ ミドは、k値で1程 度 しか保持 されないが、いずれ
も良好 に光学分離 された。一方CEでは、酸性化合物 群はいずれ もk値が2程 度
であ り、抗 炎症薬の 中でHPLCで最 も大 きいk'値を示 した プラノプロフェンが、
CEでは逆 に最 も小 さなk値 を示 した。Lloydらはモ デル化合物 としてベ ンゾイン
を用 い、HSAをキラルセ レクターとした ときのHPLCとCEの保持 を比較 してお り、
分離溶液中の有機溶媒濃度 を変化 させて保持 を変化 させ た とき、HPLCとCEのk'
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値 には正の相関が認 め られた と報告 してい るが口5)、今 回得 られた結果 はそれ と
は一致 しなか った。逆 に塩基性化合物 の場合 は、HPLCで保持の弱いオクス プレ
ノ ロール の方 がCEで 強 く保 持 され 、 ア ミノ グルテ チ ミ ドで はHPLC、CEの両 者
でほぼ同 じk値が得 られ た。
表22 モ デ ル 化 合 物 のk'値 及 び α 値 のHPLC、CE問 の 比 較
HPLCConditions:column,apoprotein-conjugatedcolumn(100mmx4.6rnm
i,d.,5pm);mobilephase,acetatebuffer(pH5.0,ionicstrengthO.05)-
me血ano1(95=5);fiow-rate,1,0mLVmin;detection,UV214nm;column
temperature,25±2℃;sampleamount,1nmol(100pM,10μLinjection).
CEConditions:capiUary,pS-(DB-WAX,375pmo.d.,50pmi.d.);total
length,40cm;effectivelength,25cm;el㏄trophoreticbuffer,acetatebuffer
(pH5.0,ionicstrengthO.05)-methanol(95:5)containing200μMapoprotein;
appliedvoltage,10kV;detection,UV254㎜;sarnpleamount,1mM
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k'1ニsmallercapacityfactor;k'2=largercapacityfactor;α=separationfactor.
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図178種 化 合 物 のHPLC、CEに お け るk'値 の 相 関 図
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HPLCでのk値 に対 して、CEでのk'値をプロ ッ トした相関図 を図17に示 したが、
一定 の関係 は認め られ なか った。このこ とは、HPLCにおける非特異的相互作用
の保持への寄与が化合物問で異 なることを示 してお り、HPLCでの保持 に非特異
的相互作用が大 き く影響 してい るもの と考 えられ る。一方、抗 炎症薬 におい て
HPLCでの保持が大 き く異 なるに もかか わ らずCEでほ とんど同 じk値 が得 られ
た ことは、不斉 中心付近の構造 の類似 した化合 物群が タンパ ク質分子表面上 の
同 じ結合部位 においてほぼ同程度の強 さで結合す ることを示 してお り、CEを用
いるこ とで非特 異 的相互作用 の影響 を最小 限に とどめ、かつ光 学異性薬物 とタ
ンパ ク質問の相互作用 を評価で きるこ とを示唆 してい る。
表23泳 動 液 のpHの 分 離 に 与 え る 影 響
CEConditions:cap皿aly,μSIL(DB-WAX,375μmo.d.,50μmi.d.);total
length,40cm;effectivelength,25cm;electrophoreticbuffer,acetateor
phosphatebuffer(ionicstrengthO.05)containing200μMapoprotein;applied
voltage,10kV;detection,UV254㎜;sampleamount,1mM
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k'1=sma11ercapacityfactor;k'2=largercapacityfactor;αニsepara ionfactor.
次 に、アフィニテ ィーCEを用いて泳動 液のpHの保持及 び光学分離 に与 える影
響 について調べ た。表23に結果 を示 したが、pH4.4から泳動液の酸性が弱 くなる
に伴 って保持及 び光学分離能が 減少 した。 この結果は、第1章 第3節 及び第2
章第2節 で述べ たHPLCの結果 とほぼ一致 した。ケ トプロフェンはpKa3.9の酸性
化 合物であ り、 分離条件が中性 に傾 くの に伴 って カルボキシル基 の解離が促 進
される。従 って、非解離型のケ トプロフェンで はキラル認識部位 において薬 物
一タンパク質問 の非共有結合が安定化するが、 カルボキシル基 が負電荷 を帯 び
るに伴 って、 フ ラボプロテイ ン分子表面上のア ミノ酸残基の負 電荷 とイオン的
に反発 し、キラル認識スポ ッ トに安定 して結合で きな くなる もの と考 えられる。
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一方、第1章 第3節 及 び第2章 第2節 において、HPLCの移動相がpH4.6の時 に
最 も光学分離 能が高 く、酸性 に した場合 で も光 学認識能が減少 していること を
示 した。 これは逆 にキラル認識 スポ ッ トにおいてケ トプロフェンのカルボキ シ
ル基がイオン的 にアミノ酸残基 と相互作用 するが、酸性が強 くなるとケ トプ ロ
フェンの解離が抑制 されるこ とによりこの相互作用が抑制 され ることを示 して
いる。 これ らの結果か ら、フラボプロテ イン上 のケ トプロフェ ンの結合部位 で
は、少 なくとも酸性官能基 を有 するア ミノ酸残 基 と塩基性官能基 を有す るア ミ
ノ酸残基が近接 してお り、 これ らアミノ酸残基 とケ トプロフェ ンの イオ ン的 な
相互作用 が、ケ トプロフェンの光学分離 に重要 な役割 を果た しているもの と考
えられる。
表24泳 動 液 の メ タ ノ ー ル 濃 度 の 分 離 に 与 え る 影 響
CEConditions:capi皿aly,μSIL(DB-WAX,375μmo.d.,50μmi.d.);total
length,40cm;eff㏄tivelength,25cm;el㏄trophoreticbuffer,acetatebuffer
(pH5.0,ionicst■engthO.05)-methanolcontaining200pMapoprotein;apphed
voltage,10kV;detection,UV254nm;sampleamount,1mM
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k'1=smallercapacityfactor;k'2=laエgercapacityfactor;α=separationfactor.
次 に泳動液中の メタノール濃度の保持及 び光学分離 に与 える影響 について検
討 した。その結果、 メタノール濃度 を0～30%まで変 化させて もk値はそれ ほ ど
変動 しないが、 α値は メタノール濃度が低い ほど大 き くなった(表24)。HPLC
の場合はメタノール濃度が増大 するに伴 って分 離 と同時に保持 も減少 したが 、
CEの場合 は一致せず、HPLCでの保持の減少は非特異的相互作用の影響が大 きい
こ とが確認 され た。 この ことか ら、非特異的相 互作用 の影響の少 ないア フィニ
テ ィ・一CE法は1種 類の ラセ ミ体 の光学分 離や相互作用解析等 には適 しているが 、
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多種類 の ラセ ミ体 の同時分離や代謝物 な どを含 めた類縁物質 との相互分離 には
む しろ非特異的相互作用の寄与の大 きいHPLCの方が適 している と言 える。
キラル認識部位 において、ケ トプロフェ ン分子 中の芳香環 と疎水性 ア ミノ酸
残基の問で疎水的な相互作用 も起 こると考 え られる。Kaliszanらも述べ てい るよ
うに疎水性相互作用 は薬物 をキラル認識 スポ ッ トに留 まらせ、 キラル認識部位
との 問に安定 な錯体 を形成す るために重要 な役割 を果 た してい る97'99}。デー タと
して示 してい ないが、 フラボプロテイ ンを酢酸緩衝液/メ タノール混液中でCE
分析する と、メタノール濃度が増大する に伴 って ピー ク形状が ブロー ド化 した。
この ことは、 メ タノールに よってフラボプロテ イ ン自身が変性 し、表面積が大
きくなることで キ ャピラリー表面 に吸着 しやす くなった ことを示 している。す
なわ ち、メタノールの存在が フ ラボプロテインの高次構 造 を変 化 させ、内側 に
隠れていた疎水 性 のア ミノ酸残基が表面 に現れ る と考 えられる。一方、 メタノ
ール濃度の増大 に伴 い α値の減少が見 られ たが、 これはキラル認識部位 での フ
ラボプロテインーケ トプロフェ ン相互作用 錯体 形成能がメ タノ ール分子の存 在
によって変化 した ものと考 え られ、メタノール濃度が増大 して もそれほどk値が
変化 しなか った ことは、変性 に より新 たにタンパ ク質表面上 に現れた疎水性 ア
ミノ酸残基 とケ トプロフェンとの相互作用 による もの と考 え られる。
第3節pH変 化 とイオン性相互作用
第2節 におい て、泳動液のpHの変化 によってケ トプロフェンの保持及び光 学
分離能の変化す ることを示 したが、この現象 について考察 した。 まず、pHを変
化 させた ときの円二色性分散分析(CD)の結果 を図18に示 した。pHを3～7まで
変化 させ て も、CDスペ ク トル上全 く変化 は認め られ なか った。 このことは、 分
離溶液のpHが変化 して もタンパ ク質の2次 構造には変化が な く、pH変化 による
光学認識 の変化 は、む しろ結合 部位のア ミノ酸残基 のイオン化 が重要である こ
とを示 してい る。
一52-一
xle5
{。
歪
尋
筆.10
?
曾
3
會
・9.20
碁
茜
董
む
E.30
200250300350nm
図18pH3～7に お け る ア ポ プ ロ テ イ ン のCDス ペ ク ト ル
Conditions:sampleconcentration,5pM;solvent,50mMsodiumphosphate
buffer(pH3.0,4.0,5.0,6.0,7.0);celllength,1㎜;scanrange,200-350
nm;scanspeed,50nm/min;resolution,0.1nm;bandwidth,1.Onm;
accumulation,5.
そ こで次 に、 フラボプロテイ ン分子表面 に存 在するアスパ ラギン酸 やグル タ
ミン酸残基由来 のカルボ キシル基 に対 する修飾 と、 リジンやアルギニ ン残基 中
の ア ミンに対す る修飾 を行 った。すなわちアミノ基 を、水溶性 のスルポスクシ
ンイ ミジルアセ テー トを用いて アシル化 し、 またカルボキシル基 を、水溶性 カ
ルボジイ ミ ド(1一エチルー3(3一ジメチル ア ミノプロピル)カ ルボジイミ ド)存在
下 グリシ ンエチルエステ ルと縮合 させ た。
フラボプロテイ ンは等電点が4程 度 の酸性糖 タンパク質であ り57)、分子 中には
多量のカルボキシル基が存在 している116)。これ らの うち、分子表面 に存在す る
ものが修飾 を受 けて電荷 を失 う と等電点が 中性 側 にシフ トし、一方ア ミノ基 が
修 飾 されると、逆 に正電荷 が打 ち消され る結果、等電点が酸性側 にシ フ トす る
ことが予想 され る。そ こで まず 、ア ミノ基及び カルボキ シル基 の修飾 アポプ ロ
テ インのCE分析 を行 い、修飾の確認 を行 った。
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カ ル ボ キ シ ル 基 及 び ア ミ ノ 基 修 飾 ア ポ プ ロ テ イ ン の キ ャ ピ ラ リ ー 電 気
泳 動 図
CEConditions:capMary,Dextransulfatecoatedcapillaryli7)(375pmo.d.,50
pmi.d.);totallength,19.1㎝;effectivelength,9.1cm;electrophoreticbuffer,
phosphatebuffer(pH7.4,ionicstrengthO.05);appliedvoltage,5kV;detection,
UV214㎜;sampleamount,5pM.
図19に修飾 ア ポプ ロテインのキ ャピラリーエ レク トロ フォレグラムを示 した。
ア ミノ基 を修飾 したアポプロテ インは、未反応 のアポプロテ イ ンと比較 して移
動 時間が長 くな り、正電荷の減 少が確認 された。一方、 カルボ キシル基 を修 飾
したアポプロテ インは逆 に移動 時間が短 くなったことか ら、負 電荷の減少が 証
明 され、それぞれの官能基が修飾された ことが確認 された。
表25各 修飾タンパク質の電気泳動移動度及び電荷数の変化
peof(cm21V・s)papp(cm21V・s)ドpro(cm21V・s)Z
Native
NH2Modified
COOHModified
3.457xlO幽4
3511xlO4
2.855xlOJ4
1.082x10-4
6.590x10'5
1.857x10'4
一2.375x104
-2.852x104
-9.980x10"5
30.9
37.8
10.9
芦eof=electrophoreticmobilityofelectroosmoticflow;匹app=apparentelectrophoretic
mobilityofproteins;ppro=electrophoreticmobilityofproteins;Zニchargeofproteins.
表25に各修飾 アポプロテインの電気泳動移動 度及 び電荷数 を示 した。未反応
のフラボ プロテ インに比べ てア ミノ基修飾 タンパ ク質の 負電荷 が約7価増加 し
ている。 これは アポプロテイン分子表面上の リジン残基及 びアルギニン残 基 の
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うち7残基が修飾 を受 け、正電 荷が7価減少 したことによるもの と考 え られ る。
一方 、カルボキ シル基修飾 アポ プロテ インの場合 は、負電荷数 が約20価減少 し
ていることか ら、 タンパ ク質表面の アスパ ラギ ン酸及びグルタ ミン酸残基由来
の カルボキシル基 の うち20残基 が修飾反応 を受 けて変換 された ことを示 して い
る。
そ こで次 に、 これ ら修飾 アポ プロテ インをキ ラルセレクター として用いる ア
フィニテ ィーCEによ りケ トプロフェンの光学分離 を行い、その結果 を図20に示
した。
{1}NativeFlavoprotein
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カ ル ボ キ シ ル 基 及 び ア ミ ノ 基 修 飾 ア ポ プ ロ テ イ ン を キ ラ ル セ レ ク タ ー
と し た と き の キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 図
CEConditions:capMary,pS-(DB-WAX,375叫mo.d、,50μmi.d.);total
length,40cm;effectivelength,25cm;el㏄trophoreticbuffer,acetatebuffer
(pH5.0,ionicstrengthO.05)-methano1(95:5)containing200戸Mapoproteinor
modifiedapoprotein;appliedvoltage,10kV;detection,UV254nm;sample
amount,1mM.
アミノ基の修 飾 によ り、光学分離能が消失 し、 また移動時間が未反応の アポ
プロテインを用 いた ときとほぼ同程度で あるに も関わらず ピー ク形状が シャー
プになった。 これ は、キ ラル認識部位 に存在す るアミノ基が修 飾 された ことに
よ り、ケ トプ ロフェンのカルボキシル基が ア ミノ基 と相互作用 しな くなった こ
とが原因 と考 え られ る。一方、 カルボキシル基 を修飾 した場合 は、 タンパ ク質
自身の負電荷の 減少 によ り、電 気泳動移動度が小 さくな り見か け上の移動時 間
が増大 したが、 ケ トプロフェ ンの光学分離 は達 成 されてお り、 キラル認識能 が
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失 われていない ことが判 明 した。
以上 の結果か ら、 フラボプロテインによるケ トプロフェンの保持 及び光学分
離 には、ケ トプ ロフェンのカル ボキシル基 の負電荷 とキラル認 識部位 の リジ ン
や アルギニ ン残 基中のア ミノ基 とのイオ ン性相互作用が重要な役割 を果 た して
お り、キラル認 識部位 のアスパ ラギ ン酸やグル タミン酸残基由来の負電荷は ケ
トプロフェンの カルボキシル基 とイオン的に反発す ることで保 持 に影響す るが 、
光学分離 には寄与 していない ことが示唆 された。
第4節 フラ ボプロテイ ンーケ トプロ フェ ン相互作用錯体 の形 成 とキ ラル認
識部位 の立体構造
第2節 におい て、泳動液中の メタノール濃度 の増大に伴 う光 学分離能の減少
が フラボプロテ イ ンの立体構造 の変化に起因す ることが示唆 されたため、相 互
作用錯体の形成 に寄与す るキラ ル認識部位の ア ミノ酸残基 を特 定 し、錯体形 成
のメカニズ ムにつ いて考察 した。
図21に、溶解 液 中の メタノー ル濃度 を変化 させた ときの フラボプロテイ ンの
208nm及び222nmの分子楕円率 の変化 をプロ ットした。 メタノール濃度が20%
付近 まではほ とん ど変化が見 られ ないが、20～40%において208nmの分子楕 円率
が大 きく変化 し、メ タノール濃度40%付近か ら222㎜の分子楕円率が急激に減少
した。これは、メ タノール濃度20%付近か らタンパ ク質の2次 構造変化が起 こっ
てい ることを示 してお り、第2節 でメタノール濃度20%では光学分離が達成 され
たが、メタノール濃度25%から分離 されな くなった結果 と良 く符合する。また先
に も述べたが、 メタノール濃度が増大 するのに伴 ってCEでの フラボプロテイ ン
の ピー クが ブロー ド化 する現象 が認 められた。 これは、水分子 を介 した分子 内
非共有結合 によ りタンパ ク質の高次構造が形成 されているが、分離溶液 中の メ
タノール分子が水 と置 き換わる ことによ り高次構造が一部変化 し、分子全体 の
表面積 が大 きくな り、 ピークのブ ロー ド化が起 こったもの と考 えられ る。
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図21ア ポ プ ロ テ イ ン の 分 子 楕 円 率 に 対 す る 溶 液 中 の メ タ ノ ー ル 濃 度 の 影 響
Conditions=sampleconcentration,5μ騒solvent,acetatebuffer(pH5.0,ionic
strengthO.05)-methanolmiXtUre;celllength,1㎜;scanrange,200-350nm;scan
speed,50nmlmin;resolution,0.1㎜;bandwidth,1.0㎜;accumulation,5.
溶 液中のメタ ノー ル濃度が増 大す る と徐 々に タンパ ク質の変性が始 まるが 、
20%付近で急激 な変化が認め られたこ とか ら、 この段 階で α一ヘ リックス構造 の
崩壊 が始 まっている と考 えられ る。また、 この α一ヘ リックス構造の変化 に伴 っ
てケ トプロフェ ンの光 学認識能 が変化 している ことか ら、キラル認識部位 の立
体構造 は α一ヘ リ ックス と関連 している可能性 が示唆 された。
次 に、 タンパ ク質表面 上のキ ラル認識部位 においてケ トプロ フェン分子 と疎
水 的に相互作用 す るアミノ酸残 基につ いて調べ る目的で、一定濃度の フラボ プ
ロテインに対 してケ トプロフェ ン(ラ セ ミ体)を 添加 した ときのフラボプ ロテ
インの分子楕 円率の変化 について調べ た。
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よ る ア ポ プ ロ テ イ ン の 分 子 楕 円 率 の 変 化
Conditions:samplecon㏄ntradon,50μM;solvent,acetatebuffer(pH5.O,ionic
strengthO.05)-methanol(95:5);㏄Ulength,10㎜;scanrange,240-350nm;scan
speed,50nm/min;resolution,O.1nm;bandwidth,1.0㎜;accumulation,5.
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ケ ト プ ロ フ ェ ン に よ る ア ポ プ ロ テ イ ン の245nmの 負 の コ ッ ト ン 効 果 に 対
す る 影 響
Conditions:sampleconcentration,50pM;solvent,acetatebuffer(pH5.0,ionic
strengthO.05)-methanol(95:5);celllength,10㎜;scanrange,240-350nm;scan
speed,50nm/min;resolution,0.1㎜;bandwidth,1.0㎜;accumulation,5,
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図22(1)に245nmの分子楕円率 の変化 を、図22(2)に280nmの分子楕 円率 の変化
を示 し、 また図23に代表的 なCDスペク トルを示 した。フラボプロテインは酢 酸
緩衝液(pH5.0、イオ ン強度0.05)/メタノール混液(95:5)中で245nm付近 に
弱 い負の コットン効果 を示すが 、ケ トプロフェン分子がモル比 ユ:1で 存在 す
る とその コットン効果が増大 し、逆 にモ ル比が1よ り大 きくなる と負 の コッ ト
ン効果が減弱 し、特 に2以 上 になる とほぼ消失 した。この時280nm付近の分 子
楕 円率にはほ とん ど変化 は認め られなか った。 これは、245nmに負のコ ッ トン
効果 を示すア ミノ酸残基側鎖の不斉性がケ トプ ロフェンエナ ンチオマー との特
異的な結合に より強め られ負の コッ トン効 果が増大 したが、ケ トプロフェン(ラ
セ ミ体)の モル比 が増大す るとア ミノ酸残基の光学活性が弱め られ、モル比2
以上 でコッ トン効 果が観測 されな くな った もの と考 えられる。
タンパク質のCDにおいて240nm以上の長波長側 にコットン効果を示す部分構
造 として、 トリプ トフ ァンの他 にフェニルアラニ ンやチロシン などの芳香族 ア
ミノ酸 とシス テイン同士 の縮合 に よるシスチ ンのS-S結合な どが知 られてい る
118)。今 回変化が認め られた245nm付近の負の コットン効果 を誘起する部分構 造
を特 定す るため には、 これ らを何 らかの形で構 造変換 し、目的 のコッ トン効 果
の変化 を観 測す る必要が ある。 しか し、 フェニ ルアラニ ンには特異的官能基 が
な く化学的な修飾は困難 である。また、S-S結合の場合 はSHに還元するこ とが最
も容易 な化学変換 であるが、S-Sの切断 は高次構造の変化 も引 き起 こすので今 回
の実験の 目的か ら不都合であ る。一方 、 トリプ トフ ァンやチロ シンは特 異的 な
化学修飾法がい くつ か知 られてお り1!9)、酵素の機能解析 な どに も応用 されて い
る。 トリプ トフ ァンの化学修飾 としては酸性条件下でのイン ドールア ミンの ホ
ル ミル化や、N一プロモス クシ ンイ ミドによるオキシ ン ドールへの誘導の他 、2一
ヒ ドロキシー5一ニ トロベ ンジル ブロミ ド(HNBB)による誘導体化が知 られてお
り1「o-ln}、特にHNBBの場合は、水系 の溶液 中で反 応が進行 し、 かつ定量性 に も
優れるため タンパ ク質の化学修 飾に広 く用い られている。 また 、チ ロシンは フ
ェノール性水酸基 を有 してお り、7一クロロー4一ニ トロベ ンゾー2一オキサー1,3一ジアゾ
ールやN一アセチルイ ミダゾールによる誘導体化1B・124)も知 られている。 そ こで ま
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ず、 アポプロテ イン分子表面の トリプ トファン残基及 びチロシ ン残基 の化学 修
飾 を試みた。
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図24修 飾 タ ン パ グ 質 のUVス ペ ク ト ル
Conditions:sampleconcentration,5pM;solvent,acetatebuffer(pH5.0,ionic
strengthO.05)-methanol(95=5);oelllength,10mm;scanrange,250-350nm;
scanspeed,60nm/min;slit,2.Onm.
図24に誘導体化前 のアポプロテイン及 びHNBB誘導体化、N一アセチルイ ミダゾ
ール誘導体化 アポプ ロテインのUVスペ ク トル を示 した。HNBB誘導体化 によ り、
320nm付近 に極大吸収が 出現 し119)、その差スペ ク トルか らアポプロテイ ン1モ
ルに対 して約0.8モルのHNBBが縮合 してい ると考 え られる。一方、O一アセチ ル
誘導体化の場合は、278㎜のUV吸収が減少することが知 られてお り119)、差スペ
ク トルか らアポ プロテイン1モ ルに対 して約4.0モルのチ ロシ ン残基が反応 した
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こ とが判明 した。 フラボプロテ イ ン1モ ル中には、 トリプ トファン残基が6モ
ル、チロシン残基が9モ ル存 在 してお り1!6)、今回タ ンパ ク質を変性 させず に反
応 したことか ら、 これ らの修飾 反応 を受けたア ミノ酸残基 はフラボプロテ イ ン
の表面 にアミノ酸側鎖 が存在 している もの と考 えられ る。
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図25修 飾 タ ン パ ク 質 のCDス ペ ク ト ル
Conditions=sampleconcentration,50pM;solvent,acetatebuffer(pH5.0,ionic
strengthO.05)-methanol(95:5);celllength,10㎜;scanrange,240-350nm;
scanspeed,50nm/min;resolution,0.1nm;bandwidth,1.Onm;accumulation,
5.
次 にこれ ら修飾 タ ンパ ク質のCDスペ ク トルを測定 した。 図25に各 タンパ ク質
のスペク トル を示 したが、σアセチル誘導体化 ではスペ ク トル の強度に差 はあ
る ものの、その形状 は未 反応 の アポプロテインのスペ ク トルに類似 している。
これ に対 してHNBB誘導体化 タンパ ク質は、280㎜付近の正のコ ッ トン効果が消
失 し、さ らに245nm付近 のシャープな負 ピーク も減少 した。 またデー タは示 し
ていないが、230nm以下の短波長側 ではCDスペ ク トルに差はな く、各修飾 タン
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バ ク質の2次 構造 に関 しては反応前後 で変化 していないこ とを確認 した。
つづいて これ ら修飾 タンパ ク質を用 いて、 アフィニテ ィーCEによ りケ トプ ロ
フェンの光学分 離 を試みた。そ の結果、σアセチル化 アポ プロテインをキラル
セ レクター と して用いた ときは未反応 のアポプ ロテイ ンを用 い た場合 とほぼ同
様 の結果が得 られたが、HNBB誘導体化 アポプロテイ ンを用 いた場合は光学認識
能が低下 し、ほ とん ど分離 を示 さなか った(図26)。また、HNBB誘導体化 アポ
プロテイ ンを用 いたときのケ トプロフェンの移動 時間は、未 反応の アポプロテ
インを用いた場 合 と比較 してほ とんど変化せず 、光学分離能のみが減少 した。
これ らの結果は、 フラボプロテ イン分子 中のケ トプロフェンに対す るキラル認
識部位 には トリプ トファンの イ ン ドール環側鎖 が存在 し、ケ トプロフェ ンの芳
香環部分がそ のイ ン ドール環側鎖 とπ一π相 互作用 する ことが光 学分離 に非常 に
重要 な役割 を果 た しているこ とを示唆 している。
(1)NativeFlavoprotein{2)HNBBFIavoprotein(3}0-AcetylFIavoprotein
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図26修 飾 ア ポ プ ロ テ イ ン を キ ラ ル セ レ ク タ ー と し た と き の キ ャ ピ ラ リ ー 電
気 泳 動 図
CEConditions=caprUary,pSIL(DB-WAX,375μmo.d.,50脚i.d.);total
length,40cm;effectivelength,25cm;electrophoreticbuffer,acetatebuffer
(pH5.0,ionicstrengthO.05)-methanol(95:5)containing200μMapoproteinor
modifiedapoprotein;appliedvoltage,10kV;detection,UV254nm;sample
amount,1mM.
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図27
昌・1c、
C、CH/
/
/C、
ミミC/
メタノール濃 度変化 に伴 うケ トプロフェ ンの結合部位 に対する相互 作
用の変化
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図27に、キラル認識部位 にお ける フラボプロテインーケ トプ ロフェン相互 作
用錯体形成 の模式 図 と、泳動液 中のメ タノール濃度の変化 に伴 う相 互作用の変
化 を示 した。今 回の結果か ら、 ケ トプロ フェンは まず トリプ トファン残基の イ
ン ドール環側鎖 とπ一π相互作用 によ り複合体 を形成 し、認識 スポ ッ トの奥 に存在
す るア ミノ基 とケ トプロフェンの カルボキシル基が イオン的 に相互作用するが 、
そのイオン性相 互作 用の起 こ り易 さに異性体間 で差があ り、 よ り強 くイオン的
に結合す る異性 体が よ り強 く保 持 される もの と考 え られ る。一 方、ア ミノ基 に
近接 して カルボ キシル基 も存在 し、その負電荷 とケ トプロフェ ン分子中の カル
ボキシル基の負 電荷 との間の イオン的な反発は 、逆 に相互作用 錯体 の形成 を阻
害する方向 に寄与す ると考 え られる。
メタノール濃度が増大する とα一ヘ リックス構造 に徐 々に変化が現れ、ケ トプ
ロフェンの カル ボキシル基 と認 識部位 の カルボキ シル基 との距 離が徐々に長 く
な り、 イオン性 反発作用が弱 まるこ とで若干の保持 の増加が認 め られたが、一
方 でアミノ基 とケ トプロフェ ンのカルボキ シル基 問の距離 も徐 々に変化す るた
めに光学分離能が減少す るもの と考 えられ る。メ タノール濃度が20%を越 えると
α一ヘ リックス構造が急激に崩壊 し、完全 にイオン性 の相互作用 が認め られな く
なることで再 び保持が減少 し、かつ光学分離能 も完全 に失 われ る もの と考 え ら
れる。
第5負行 糸吉言吾
フラボプロテイ ンを疑似固定相 として用いるアフィニテ ィーCE法と分光学 的
手法 を組 み合 わせ て、ケ トプロ フェン とキラル認識部位 との相 互作用 に関 して
考察 を加 えた。泳動 液のpHを変化 させ た時のケ トプロフェ ンの保持及 び分離 挙
動 とその ときの フラボプロテインのCDの結果か ら、泳動 液のpHの変化 はフラボ
プロテ インの2次 構造 に影響せ ず、 キラル認識 部位 においてケ トプロフェン分
子 中のカルボキ シル基 とキラル認識部位 の アミノ酸残基側鎖 の カルボキシル基
名
との間の静電的 反発 が、ケ トプ ロフェ ンの認識部位 に対する相 互作用錯体 の形
成 を阻害 し、一 方でケ トプロフェンのカルボキ シル基 とア ミノ酸側鎖の ア ミノ
基 とのイオン的相互作用が光学 認識 に重要 な役 割 を果 た してい ることが示 され
た。 さらに、フ ラボプロテインのキ ラル認識部位のケ トプロフェン分子 中の カ
ルボキシル基へ の相互作用 を解 析するため、 タンパ ク質分子表 面のカルボキ シ
ル基及び アミノ基 を修飾 し、それ らを用いて光 学認識能の変化 を調べ た。その
結果、 アミノ基 を修飾 したとき光学認識能が低 下 し、カルボキ シル基 を修飾 し
た場合 にはキラル識別能 には変化が認 め られ なかった。
泳動液中の メタノー ル濃度 を変化 させ る と20%以上の 濃度で光学 認識能が低
下 したが、この ときフラボプロテ インの2次 構造(α 一ヘ リックス)に 変化が 認
め られ、キラル認識部位の立体 構造が変化 していることが考え られ、キ ラル認
識部位が α一ヘ リックス構造 によ り形成 されているこ とが示唆 された。そ こで、
キラル認識部位 で光学認識に寄 与す るア ミノ酸残基 について調べ るため、フ ラ
ボプロテインとケ トプロフェ ンの複合体形成 によるCDの変化 を測定 し、芳香 族
ア ミノ酸側鎖が複合体 形成 に寄与 してい ることを示 した。 さらにその芳香族 ア
ミノ酸残基 を特 定す るため、 フ ラボプロテイン分子表面のアミノ酸残基特異 的
な部分修飾 を行 いCD測定を行 った結 果、 トリプ トファン残基の関与が示唆 され
た。それ ら修飾 フラボプロテインを用 いて アフィニティ`一一CEにて光学異性体 認
識能 を調べた結果、 トリプ トファンを修飾 したフラボプロテインを用い るとき、
極端 な光学認識 能の低 下が認め られ、光 学異性体認識に対する トリプ トファン
残基 の関与が確認 された。
以上の結果 か ら、ケ トプロフェンは まずキラル認識部位の トリプ トファン残
基 のイン ドール環側鎖 とπ一π相互作用 して錯体 を形成 し、認識スポ ットの奥 に存
在す る リジンや アルギニ ン残基 中の ア ミノ基 とイオン的に相互作用 する ことで
光学分離の行 われ ることが判明 した。
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第4章 コンアルブ ミンカラムを用いた血中アゼ ラスチ ンの光学分
離
第1節 序
光学異性薬物 は、生体 内にお いてエナンチ オマー問の挙動が 異 なる ことか ら
それぞれ異なる薬効 、毒性 を示すことが多 い 蝸。 それゆえ医薬品開発研究 にお
いて、生体 内の光学異性薬物 を分離 し、定量す ることは重要な課題 となる 鋤。
これ まで述べ て きたように、 タ ンパ ク質を シリカゲル担体に固定化 した光学異
性体分離 カラムは、広 い範囲の薬物 に適用 で き54)、かつ水系 の移動相が使用 で
きるので52)、生体内の光学異性体の分別 定量 に適 した機材 と言える125'130)。しか
し、この ような タンパ ク質固定 化カラムは一般 に理論段数が低 く、構造 の類似
した代謝物 との相互分離あるい は生体試料 由来の爽雑物質 との分離が困難 な場
合が多い13')。
マススペク トロメ トリー(MS)は 、分子量情報 に基づいて分離する方法であ
り、HPLCとMSを 連結 したLCIMSは薬物 や生体内微量生理活性物 質の強力な
分離、分析手段であ る。すで に種 々のLCIMS用イ ンター フェイスが開発 されて
いるが132-135)、通常毎分1mLと いう大量の流速 を用い るHPLCと高真空状態を
必要 とす るMSの 直結 は多 くの問題 を含 んでお り、HPLCで汎用 されているリン
酸緩衝液 など不揮発性緩衝液 を使用で きないな どの制約がある。
最近、Asakawaらは、カラムスイッチングを駆使 し、移動相 に不揮発性緩衝液
を用いる ことの可能 なLCIMSインター フェイス を開発 した136)。すなわち目的成
分を不揮発性緩 衝液 を用いて分 離 し、その フラ クシ ョンを濃縮 カラムに送 り込
んで脱塩 ・濃縮 した後 に揮発性移動相 を用いてMSへ 導入す るシステムである。
これによ り、LCIMSインターフェイス における制約 に関係 な く分析 に最適な移
動相 を用いて分離 を行 い、かつ質量分析計で検出す ることが可能 となった。
そ こで、 このLCIMS用カラムス イッチ ングシステムに ミクロボアコンアルブ
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ミン固定化 キラル分離 カラムを組み込み、血中 アゼ ラスチン光 学異性体の簡便
かつ高感度 な測定法 について検討 した(図28)。
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図28カ ラ ム ス イ ッ チ ン グ シ ス テ ム
Pl=solventpump;MI=mobilephaseforseparationofdrugsfromplasma;
1=injector;C1=columnfbrseparationofdrugsfromplasma;D1=UVdetector;
P2=solventpumpfortrappingofdrugs;M2=mobilephasefortrappingof
drugsonthetrappingcolumn;TC=trappingcolu㎜;DT=dilutiontUbes;
L=samplingloopsP3=solventpumpforchiralseparationandintroductioninto
massspectrometerM3=mobilephaseforchiralseparation;C2=chiral
separationcolumnD2=UVdetectorwithmicro-cellformonitoringthechiral
separation;S=splitter;Vl,V4ニsix-portswitchingvalvesforchangingtheflow
direction;V2,V3=six-portvalvesforselectionofsamplingloops;R=six-port
switchingvaIveforchangingthedilutionratio;DRI,DR2andDR3=drain;
MS=massspectrometer.
第2節 小 口径 カラムに よる分離条件 と脱塩 ・濃縮条件の検討
アゼ ラスチ ンは広範囲の薬理 活性 を示す抗 ア レルギー薬であ り、ロイ コ トリ
エ ンや トロンボキサ ンなど多 くの化学伝達物質の作用 を阻害す ることが知 られ
て い る70・71)。図3に 示 した よ うに、本 薬 は 分子 内 に不斉 中心 を有 し、臨 床 には ラ
セ ミ体 として提 供 されている。 第1章 で述べた ように、この光学異性体 はコ ン
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アルブ ミンカラ ムにより良好に光学分離 され、体内動 態研究へ の応用が期待 さ
れる。一方、生 体試料では多量 の爽雑物が含 まれてお り、 これ が コンアルブ ミ
ンカラムの負荷 限界 を超え、 また爽雑物 による クロマ トグラム上の妨害 も予想
される。
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M2=mobilephasefortrappingofdrugsonthetrappingcolumn;TC=trapping
column;M3=mobilephaseforchiralseparation.
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Frit-FABLCIMSでは、MSへ 導入 され る溶離液量 は毎分5pL程 度 に減 らす必
要があ り、その ため通常 イオン源の手前 にスプ リッターを設置 して測定する こ
とになる。そ こで、 ミ夘 ボアコンアルブ ミンカラム(150mm×1.5㎜i.d.)
に、揮発性 の酢 酸ア ンモ ニ ウム緩衝 液 とメ タノー ル混液の移動相 を流 速0.1
mL!minで流 してアゼ ラスチ ンを光学分 離 し、溶離液 をイオン源の手前で1!20に
ス プリッ トして検 出器へ導入す るこ とに した。
トラッピングカラム及 び分離 カラム部の拡大図 を図29に示 した。標 的薬物 は
トラッピングカラムでいったん濃縮 された後 に、バ ルブ4を 切 り替 えて移動 相
3にて分離 カラムに送 られ分析 され る。 この と きトラッピング カラム及び周 辺
の配管内は移動 相2で 満たされ てお り、切 り替 えによりその移動相が大量 に分
離 カラムに流れ ることになる。 そこで、移動相2が アゼラスチ ンの光学分離 に
及 ぼす影響 について検討 した。
まず、移動相3に20mM酢 酸 アンモニ ウム緩衝液(pH5.0)/メタノール混
液(20:80)を用 い(流 速0.1mL!min)、移動相2に 各pHの20mMの 酢酸 ア ン
モニウム緩衝 液(流 速1.OmL!min)を用 いて、その光学分離 に対する影響 につい
て調べた。その結果 、移動相2のpHを5.0に した ときに最 も良いクロマ トグラ
ムの得 られることが判 った(図30)。
しか し、後 に詳細 に述べるが、本 システムにおいては多量の有機溶媒 を含 む
移動相1が トラ ッピングカラム に大量 に流れ るために標的薬物 が トラ ッピン グ
カラムに保持 されない。今回 トラッピングカラムと して用いた オボム コイ ドカ
ラム(10㎜ ×4.0㎜i.d.)は、第2章 で述べ たように逆相系の保持挙動 を示
す こ とか ら、薬 物 自身の疎水性 を増大 させ るこ とが不可欠 とな る。塩基性薬物
であるアゼラスチ ン(pKb=8.5)は、pH5.0においてはイオ ン型 として存在 し、
トラッピングカ ラムでの保持が弱い。 このため疎水性 の増大す るアルカ リ性 条
件 下が強 く望 まれ るが、この とき図30に 示す ように、移動相2のpHが8.0の
場合 は ミクロボ アコンアルブミ ンカラムにおける光学分離に影響 し良好 なク ロ
マ トグラムが得 られないこ ととなる。トラ ッピングカラムのカラム容積 は数100
PL程度 であ り、 これは ミクロボアコンアルブ ミンカラムのそれにほぼ匹敵す る。
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図30 移 動 相2のpHの 影 響
(A)pH5.0;(B)pH5.5;(C)pH8.0.
Chromatographicconditi。ns:TC,ULTRONES-OVM(10mrnx4.Omrni.d.);
M2,20mMammoniumacetatebuffer;flow-rateonTC,2.OmL加in;trapping
time,2。Omin;C2,conalbumincolumn(150mmx1.5mmi.d.);M3,20mM
ammoniumacetate(pH5.0)-methanol(80:20);flow-rateonC2,0.1mL/min;
detection,UV254㎜;injectionamount,50ng.
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図31ミ ク ロ ボ ア コ ン ア ル ブ ミ ン カ ラ ム に お け る ア ゼ ラ ス チ ン の ク ロ マ ト グ
ラ ム
Chromatographicconditions:M2,5rnMammoniumacetatebuffer(pH8.0);
M3,100mMarrlinoniumacetatebuffer(pH5.0)-methanol(80:20);other
conditionswerethesameasgiveninthelegendtoFig.30.
従 って、薬物 を脱塩 ・濃縮後 にバ ルブ を切 り替 えると トラッピ ングカラム内 に
満 た されていた移動相2が ミクロボア コンアル ブ ミンカラム内 に流れ込み(図
29)、その後徐 々に移動相3に 置 き換 わ り、 グラジエ ン トモ・一・一ドで移動相が 変
化 してい くことによ り図30(c)の様 な現象が起 こることとなる。
この ような観 点か ら、移動相2の ミクロボア コンアルブ ミンカラムでの光 学
分離 に対す る影響 を考慮 し、移動相 を次 の様 に設定 した。す なわち、移動相2
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には5mM酢 酸 ア ンモニウム緩衝液(pH8.0)を、移動相3に は100mM酢酸 ア
ンモニウム緩衝液(pH5.0)/メタノール混液(80:20)を用い、図30と同様 の
検討 を行 った。その結果、図31に示す ように ミクロボアコンアルブ ミンカラム
において移動相2の 影響 を受 け ることな くアゼ ラスチ ンの良好 な光学分離が達
成 された。 ピーク形状 は トラッピングカラム に20mL以 上の移動相2を 流 して
も全 く変化 は認 め られなか った。
第3節 希釈管の役割及び希釈率の検討
今回考案 したシステム(図28)で は、代謝物や生体 由来の爽雑物 と目的薬物
の分離の目的でカ ラム1に 逆相系のODSカ ラム を用 いた。そのため移動相1は
有機溶媒の混合比 の高 い移動相 を用 いることに なる。従 ってサ ンプルループ内
に取 り込 まれた標 的薬物画分 は、多量の有機溶媒 を含 む。 また、 目的薬物で あ
るアゼラスチ ンは塩基性化合物 なので、 シラノール残基の影響 を抑 えて ピー ク
形状 を良好 にす るために移動相1は 酸性 に調製 した。一方、カ ラムスイ ッチ ン
グシステムにお いて 目的成分 の拡散 を最小 限にするには、光 学分離 カラムと ト
ラ ッピングカラムに保持力の近似 した もの を用 いる必要がある。 そこで本シ ス
テムではタンパ ク質結合型固定 相のうち比較的保持力 の強いオ ボムコイ ドカ ラ
ムを トラ ッピングカラムとして用いた。 この結果 カラム1と トラッピングカ ラ
ムの性質が大 き く異 なることに より、移動相1と 移動相2の 液性 も大 きく違 い、
移動相1を 含 む標 的画分、つ ま り有機溶媒 を多量 に含 む画分 を直接 トラッピ ン
グカラムに送 り込 む と、 トラッ ピングカラムで アゼ ラスチ ンを十分 に濃縮で き
ない ことになる。
Odaらは、この問題 を解決するために、サ ンプルループ とトラッピングカラム
の間に希釈 管 を設 け、サ ンプルループ内の有機溶媒 を任意の倍 率 で希釈 しな が
ら トラ ッピングカラムに送 り込 むシステム を開発 している137・138)。そ こで、今 回
考案 したシステムにお いて も希釈管 を用 いた。
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希 釈 率 の 影 響
TheeluatecontainingAZEwasdilutedl:xwithM2.(A)x=16(B)x=10(C)
x=7(D)xニ4(E)x=0.
Chromatographicconditions:Cl,inertsilODS-2(150mmx4.6㎜i.d.);M1,
lmMpotassiumphosphatebuffer(pH3.0)-methanol(90:IO-50;50/30min),
otherconditionsarethesameasgivenin廿1elegendtoFig.31.
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表26ミ クロボアコンアルブミンカラムで分離 され たアゼラスチ ンエナ ンチ
オマーの ピー ク面積比 に対す る希釈率の影響
M1=M2 d-AZE=t-AZE
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AnconditionsarethesameasgiveninthelegendtoFig.32.
希釈管の抵抗 を任意 に変 える ことにより希釈 倍率 を変化 させ 、それぞれの希
釈率の ときの ミクロボアコンア ルブミンカラム におけるアゼ ラスチ ンエナ ンチ
オマーの ピーク形状及 び光学異 性体比 について検討 した。その結果、希釈 しな
い場合は、ほ とんど目的成分は トラ ッピングカラムに保持 され なかった(図32、
表26)。 希釈率1:7に おいて もピーク形状が若干ブロー ド化 し、また保持時
間 も延長 した。 このこ とか ら、 希釈率1:7以 下ではアゼ ラスチ ンが トラッ ピ
ングカラムの先 端 で留 まらない ことが判明 した。以上の結 果か ら、サ ンプル ル
ー プに取 り込 まれた目的成分 を トラッピングカ ラムに送 る際に は、ループ内 の
溶 液 を移動相2に よ り1:10以 上に希釈す る必要のあることが判 った。
これ までの検討 か ら、カラム1に おいては1血Mリ ン酸緩衝 液(pH3.0)/メ
タノール混液の グラジエ ン ト溶 出 にてアゼ ラス チ ンと爽雑物質 の分離 を行 い、
移動相2で は5mM酢 酸 アンモニウム緩衝液(pH8.0)を用いて希釈率1:10
で 目的薬物画分 を濃縮 ・脱塩 した後 、 ミクロボア コンアルブ ミンカラムで100
mM酢 酸 アンモニウム緩衝液(pH5.0)/メタノール混液(8:2)を用いて アゼラ
スチ ンを光学分離 しなが ら検出するこ とに した。図33に、本 システムに対 して
アゼ ラスチンをラセ ミ体 として50ng注入 した ときのUV検 出クロマ トグラムを
示 した。 この結 果 は、本システ ムが アゼ ラスチ ンエ ナンチオマ ーを十分に分 別
定量 で きることを示 している。
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図33本 シ ス テ ム に お け るC1(下)及 びC2(上 〉の 代 表 的 な ク ロ マ トグ ラ ム
Chromatographicconditions:dilutionratio,x=10;otherconditionswerethe
sameasgiveninthelegendtoFig.32.
第4節LC/frit.FABMSによる血 中 アゼ ラス チ ンの高 感度 分析
まず びアゼ ラス チ ンを標 品 と して、 ダ イ レク トプ ロー ブ を用 い グ リセ ロ ー ル
をマ トリクス と して正 イオ ンFAB-MS測定 を行 った。結 果 を図34(A)に示 したが 、
アゼ ラスチ ンはm/z382にプ ロ トン付 加 分 子 イ オ ンを与 えた。そ こで 、LC/frit-FAB
MSに お け る アゼ ラス チ ンの モ ニ ター イ オ ンをm/z382とす る こ とに した 。
次 に、 ラセ ミ体 と して100ngの アゼ ラ スチ ンを本 カ ラムス イ ッチ ン グシ ス テ
ム に注 入 し、先 に述 べ た条 件 で分 析 した 。LC/frit-FABMSによる アゼ ラス チ ンの
マ ス ス ペ ク トル を図34(B)に示 したが 、ダ イ レ ク トプ ロー ブ測定 にて得 られ た ス
ペ ク トル と同様 にプ ロ トン付 加分 子 イ オ ンがm/z382に明瞭 に観 察 され た。ま た、
m/z382のマ ス ク ロマ トグ ラム を図35に 示 したが 、光学 異性体 はベ ース ライ ン分
離 され 、HPLC-UV法の結 果 とよ く一致 した。 この こ とは、本 シ ス テ ムが 不揮 発
一75一
性緩衝 液である リン酸緩衝 液を移動相1に 用い て も、それが トラ ップカラム に
よ り完全に除去 され、MSにおけるイオ ン化 をなん ら阻害する ことな くアゼ ラス
チ ンエナ ンチオマー を分別測定で きることを示 している。
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図34ア ゼ ラ ス チ ン のFABマ ス ス ペ ク ト ル
(A)FABglycerolmassspectrumofaboutlpgofd-AZEusingthedirect
insertionprobe.(B)FABmassspectrumof100ngofd-AZEobtainedusing
frit-FABLC-MS.
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図35Frit-FABLC-MSを 用 い た と き の ア ゼ ラ ス チ ン(m/z382)の マ ス ク ロ マ ト
グ ラ ム
Conditions:M3,100mMammoniumacetatebuffer(pH5.0)-methanol(80:20)
containingO.5%glycerol;otherconditionswerethesameasgiveninthelegend
toFig.33.
次 にselectedionmonitoring(SIM)モー ドで、本システム に100ngのアゼ ラス
チ ンを注 入 した ところ、 トータルイオンモー ドでの検 出感度 に比較 し、50倍以
上高感 度に測定で きることが判 った(図36)。 さらに、検 出限界 を調べるため
にアゼ ラスチンラセ ミ体 をlng注入 し、SIM分析 に付 した ところ、エナ ンチオ
マ ーと して500P9をS/N比が約15で測定で きた。本 システムはカラム1で グラ
ジエ ン ト溶 出を行 っているので、カラム1の 先端 での薬物 の濃 縮が期待 で き、
また トラップカ ラムにおいて も濃縮で きることか ら大量 の試料 を注入 で きる。
実際 にカラム1に500μLの試料を注入 して も、 ミクロボアコンアルブ ミンカラ
ム上でのアゼ ラスチ ンエナンチオマーの ピーク形状 は10μL注 入の時 とほ とん
ど変わ らず に分析 で きることを確認 している。 このことか ら、500pLの試料 を
注入 した ときのアゼラスチンの検出限界 は、ラセ ミ体 として1n帥nL程度であ る
と考 えられ る。
一77一
49臼1B97
22旧
ll臼
Z246Slel2141618222224 262830
Tlme(mln.》
図36ア ゼ ラ ス チ ン100ngを ミ ク ロ ボ ア コ ン ア ル ブ ミ ン カ ラ ム(C2)に 注 入 し
た と き のSelected-ionRecording
Conditi。ns:C1,inertsilODS-2(150㎜x4.6mmi.d.);M1,1血Mp。tassium
phosphatebuffer(pH3.0)-methanol(90:10-50:50/30min);flow-rateonCl,
1.OrnL1min;TC,ULTRONES-OVM(1.Ommx4.Ommi.d.);M2,5mM
ammoniumacetatebuffer(pH8.0);flow-rateonTC,2,0mL加in;C2,
conalbumincolu㎜(150mmxl.5mmi.d.);M3,100mMammoniumacetate
buffer(pH5.0)-methanol(80:20)containingO.5%glycerol;flow-rateonC2,
O.1mLlmin;dilutionratio,x=10;Recordingm/z(SIMmode),382.
図37に 、ヒ ト血 漿200pL中 にラセ ミ体 と して50ngの ア ゼ ラ スチ ンを含 む試
料 を本 シス テ ム に注 入 した ときの、カ ラム1に お け るUVク ロマ トグ ラム とカ ラ
ム3で のsmク ロマ トグラム を示 した。UVクロマ トグラムでは、爽雑物質の影
響 によ りピーク として確認で きない場 合で も、srMクロマ トグラムでは爽雑 物
質の影響 を全 く受ける ことな く標品 と同様 に光 学分離が達成 され、本 システ ム
が大量の爽雑物質の存在下でも簡便にかつ高い選択性で生体試料中のアゼラス
チ ンエナ ンチオマ ーを測定で きることが判 明 した。
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ア ゼ ラ ス チ ン を50ng添 加 し た ヒ ト 血 漿 試 料200μLを 注 入 し た と き の
ク ロ マ ト グ ラ ム
(A)Chromatogramobtainedwiththeachiralreversed-phasecolumn(Cl)with
UVdetection(254㎜).(B)Selected-ionrecordingobtainedwiththemicrobOre
conalbumincolumn(C2).
Conditions=Cl,inertsilODS-2(150mmx4.6mmi.d.);M1,1血Mpotassium
phosphatebuffer(pH3.0)-methanol(90:10-50:50/30min);flow-rateonCl,
1.0π蜘 ㎞;TC,UI.TRONES-OVM(1.Ommx4,0mrni.d.);M2,5mM
ammoniumacetatebuffer(pH8.0);flow-rateonTC,2,0mL/min;C2,
conalbumincolumn(150mmx1.5mmi.d.);M3,100mMammoniumacetate
buffer(pH5.0)-methanol(80:20)conatiningO.590glycerol;flow-rateonC2,
0.1mLlmin;dilutionratio,x=10;Recordingm/z(SrMmode),382.
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第5節 結語
カ ラム スイ ッチ ング技術 を駆使 して、 ミクロボ アコ ンア ルブ ミンカラム と
LCIMSを結合 させ るこ とによ り、血 中の光学異性薬物の簡便 な分 離測定法 を開
発 した。本 シス テムでは、カラム1と カラム2の 間にスイ ッチ ングバ ルブを介
して トラップカ ラムを設置す る ことで、効率的 な目的成分の濃縮 と、イオン化
を阻害する不揮 発性塩 の除去が 可能 なため、生体試料由来の爽雑物 と薬物を効
率 良 く分離す るため に必須 なリ ン酸緩衝液 を移動相 として用 いて も問題 ない 。
本 システムは、血 漿や尿 な どの生体試料 中の光学異性薬物の簡 便で感度 ・特異
性 に優れる測定方法であ り、今後体内動 態研究 に活躍する もの と期待 される。
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第5章 直接注入による血漿中E3810及びその代謝物の一斉分析
第ユ節 序
医薬品の開発 において薬物 自身のみ ならず代 謝物の体内挙動 を把握する こ と
は適正な薬物療 法 を設定する上 で きわめて重要 であ り、 このため代謝物 を含 め
た光学異性体 の一斉分析 が必須 となる 鋤。 これまで述べたように、水系 の移動
相 を使用 し得 る タンパ ク質固定化カラムは体 内動態研究 に有用 である5zs4・1as-130)。
しか し、光学異性体分離 カラムは、光学異性体相互の分離能には優れ る ものの、
代 謝物 のような類縁物質 との相互分離が困難である場合が多い131)。先 に開発 し
たフラボプロテ インをキ ラルセ レクター として用いる光学異性 体分離 カラムは 、
キラル認識部位 だけでな く非特 異的相 互作用部位 においても疎水性相互作 用 が
保持 に大 き く影 響する ことか ら、投与薬物 と代 謝物 との相互分 離に も優 れる と
期待 され る。
c〔濁 げ 　　
NaE3810
鱗 緬 　　 メ短 ㎜ 酬
チ オエーテル体(M1)脱 メチル体(M3)
α醤始 　　 卜幣 　
スル ホ ン体(M2)脱 メチルチオエーテル体(M4)
図38E3810及 び代 謝物 の構 造(不 斉 中心は*印 で示 した。)
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E3810は、H+,K手一ATPase阻害 に基づ く胃酸の分泌阻害作用 を持 つ抗潰瘍剤で
あ り139-14t)、現在 開発 中である。本薬 は図38に示 したような構造 を有 してお り、
S一オキサイ ド部分 に不斉 中心が存在す る。また、S一オキサ イ ド及 び ピリジ ン環側
鎖周辺で代謝 を受 けやす く、これまで図38に示す ように不斉 中心 を持つ脱 メチ
ル体(M3)を 含む4種 類 の代 謝物 の存在 が知 られている。
生体試料中の薬物 を分析す る際には、通 常抽 出 ・濃縮 などの前処理操作 を必
要 とす る。 この とき代 謝物では性 質が大 き く変 化する結果、未 変化体 と同一 の
方法 では抽 出 ・精製で きない場 合 もあ り、 また、酸性、アルカ リ性水溶液中で
不安定 な代謝物 も出現 するため 、未変化体 と代 謝物 を同時に定 量で きない場合
もある。 こうした場合 、それぞ れを個 々に測定 することになる。 また全操作 過
程 におけるば らつ きを補正する ため、 目的薬物 と物理化学的性 質の近似する物
質を、内標 として用 いるこ ととな り、操作 と手順が煩雑 となる。Odaらは分子量
約68,000の卵 白ア ビジンをシ リカゲルに化学的に結合 させたア ビジンカラムが、
光学分離能のみ な らず タンパク質 などの高分子 を分子 サイズ に応 じて効率的 に
排除する能力 を持つ こ とを見出 し、多量の血清 タンパ ク質 を含 む血漿試料 を直
接 アビジンカラムに注入 し、除 タンパ クで きるこ とを報告 している57・142)。この
方法 を用いる と前処理操作 を全 てオンライ ン化 するこ とが可能 とな り、内標 準
物 質 を用いるこ とな く血漿 中の薬物及び代謝物 を精度 良 く測定 で きることが期
待 され る。
Pump1
図39カ ラ ム ス イ ッ チ ン グ シ ス テ ム
1,autosampler;TC,trappingcolumn(avidinc。1umn,10mrnx4.Ommi,d.);
AC,analyticalcolumn(flavoproteincolumn,250mmx4.6mmi.d.).
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そこで、 アビジ ンカラムをオ ンライ ン前処理 カラムとして用 い、 フラボプ ロ
テ インカラム に よる未変化体及 び代謝物の相互分離 と光学分離 とを組 み合 わせ 、
E3810及びその代謝物の一血漿直接注入一斉定量法の開発 を行 った(図39)。
第2節 カラムスイ ッチ ング法 を用いた血漿直接注入 による一斉分析法 の確立
フラボプロテ インカラムは疎 水性相互作用 に よ り薬物及び代 謝物 同士の相 互
分離が可能であ るうえ、幅広 いキラル認識能 を有す るのでE3810とM3の光学異
性体 を同時に分離、測定で きることが期待 される。そ こで まずE3810及びM3
の光学異性体の分離条件 について検討 した。
表27E3810及 びM3エ ナ ン チ オ マ ー 分 離 に対 す る 移 動 相 のpHの 影 響
Chromatographicconditions:column,flavoproteincolumn(250mmx4、6mm
i.d.);mobilephase,20mMpotassiumphosphatebuf振er-acetonitrile(95:5);
injectionamount(asracemate),500ngin5μL;detection,UV290nm.
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k'1=capacityfactoroffirst-elutedenantiomer;k'2=capacityfactorofsecond-eluted
enantlomer;α=separationfactor.
表27に移動相 のpHを 変化 させた ときのE3810及びM3の 保持及 び分離の様
相 を示 した。いずれ も、pH6.1の移動相条件下で最 も良い分離 を示 した。また、
E3810はpH55の条件 で最 も強 く保持 され、M3はpH6.1で保持が最 も強かっ
た。pH6.1の移動相 では、M3の異性体 の うち遅 く溶出され るエナ ンチ オマーの
保持時間 と、E3810の早 く溶出 され るエナ ンチオマー(S一体)の 保持時間が近接
し、十分 な相互分離が得 られない。そ こで、E3810及びM3の 双方の光学分離が
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可能で、 しか も未変化体 とM3の 相互分離の可能 なpH5.5の移動相 を用いるこ
とに した。 また これ までの検討 か ら、 タンパク質固定化 カラム による光学異性
体の分離 は移動相 中の緩衝液 成分や塩濃度、有機溶媒 の種類 に も影響 されるが、
E3810及びM3の 光学分離 に関 してはこれ らの因子 はそれ ほど影響 しなかったこ
とか ら、移動相 として20mMリ ン酸 カリウム緩衝液(pH5.5)/アセ トニ トリ
ル混液 を用いる ことに した。
引 き続 き、前処理用 アビジンカ ラムによる血 漿 タンパ ク質の排除及び目的成
分の濃縮条件 について検討 した。ア ビジンは糖 タンパ ク質 であ り5D、これを シ
リカゲル表面上 に化学的 に結合 することによ りシリカゲ ルが親水性 基で覆われ
る結果、効率良 く親水性の タンパ ク質 を排 除で き、従来 開発 され ている前処理
カラム143`1so)と比較 して大量の血漿 を直接注入する ことが可能であ る。第2章 で
得 た結果か ら薬物 に対 して フラボプロテ インカ ラムに近い保持 力 を有 してい る
ことか ら、 フラボプロテイ ンカ ラム とアビジ ンカ ラムをカラムス イッチングバ
ルブを介 してオ ンラインで結合 することも容易 と考 え られ る。 そこで、血漿試
料 を注入 した後、 スイ ッチ ングバルブを切 り替 えるまでの濃縮 ・洗浄時間を設
定するために、 アビジン前処理 カラム上 での血漿 タンパ ク質 と目的成分 との分
離 について検 討 した。
E3810及びその代謝物 は、移動相 中の塩濃度が10か ら100mMの範 囲で増大
す るに従 って塩 析効果 によると思われ る保持の増大が認め られ、それ以上で は
保持の変化は認 め られ なかった。また、血漿 タ ンパ ク質の ピー ク形状 は、高 い
塩濃度 でよ り良好であ った。 これ らの検討 か ら血漿直接 注入時 の移動相 には、
100mMリン酸 カリウム緩衝液(pH7.5)を用いるこ とと し、この ときのアビジ
ンカラムでの血漿 タンパ ク質 とE3810及び代謝物 との分離 を図40に示 した。血
漿 タンパ ク質はほ とん ど2分 以内に溶出 され、E3810及び代謝物 は4分 以降に溶
出されることか ら、ス イッチ ン グバルブの切 り替 え時間 を試料 注入後2分 と し
た。
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図40
0246810
Time(min)
E3810(10μg)及び 代 謝 物(各1ptg)を 添 加 した血 漿100μLを ア ビ ジ
ン トラ ッ プ カ ラ ム に注 入 した と き の ク ロ マ トグ ラ ム
Chromatographicconditions=column,avid血column(10mmx4.Ommi.d.);
mobilephase,O.lMpotassiumphosphatebuffer(pH7.5);flow-rate,1.O
mL/min;detection,UV290nm.
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図41
010203040506070
Time(min)
代 表 的 な ク ロ マ ト グ ラ ム
(a)blankbeagledogplasma,(b)plasmaspikedwith10pg/tnLofE3810
enant{omersandlμg/MLoftheirmetabolites,(c)plasmafromabeagledog
30minafterintravenousadministrationofracemicE3810(3mg/kg).
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本 システムを用 いてブランク血漿及 び血漿 に既知量の標 品を添 加 した試料 を
分析 した ときの代表 的なクロマ トグラム を図41(a),(b)に示 した。また、E3810を
ラセ ミ体 としてビー グル犬 に静脈内投与 し、その30分後の血漿試料 を分析 した
結果 を図41(c)に示 した。(S)-E3810及び(R)-E3810はフラボプロテイ ンカラムに
よ り光学分離 され、S一体、R一体 の川頁に溶 出された。 また、M3に関 して も光学分
離 され、M3の遅 く溶 出されるエ ナンチオマ ーとE3810のS一体 もベ ース ライン分
離 された。 さらにE3810及び全ての代 謝物 を良好 に分離す ることがで き、本 シ
ステムがE3810及び代謝物の一斉分析 に もきわめて有用であることが判明 した。
タ ンパ ク質結 合型 のキラル分 離カラムにおい て、移動相 中の有機溶媒はキ ラ
ル認識部位での光学異性体 の分 離に影響す る。 すなわちより低 濃度の有機溶 媒
含量の移動相 を用 いる方が光学 分離 には有利である。よって今 回のシステム に
おいては、バ ルブ切 り替 え後30分 間は移動相 中の有機溶媒濃度 を低 く保 つグラ
ジエ ン トプログラム を設定 した。これに よ り、E3810及びM3の 光学分離 が達成
され、 しか も低 濃度 の有機溶媒 を含 む移動相に よってフラボプロテインカラ ム
の先端へ の目的成分 の濃縮 も同時 にで きた。
第3節 ビーグル犬静脈 内投与時の血漿中E3810及びその代謝物の一斉分析
定量法の信頼 性 は、種 々のバ リデーシ ョンデ ータにより保証 される。最近 、
日米欧三極の医薬 品開発研 究にお ける規制の国際調和会議(ICH)が開催 され、
バ リデーシ ョン に関す る規制 も統一 されつつあ る。体 内動態研 究 にお ける生 体
中の薬物の定量 法 に関 して も多 くのバ リデーシ ョンデータが要求 され、その許
容範囲 も明確 に数値化 されている。
表28に未変化体、代 謝物 に対 する測定値の直線性のデータを示 した。未変化
体 については30ng/ML～10μg/MLの範 囲で、各代謝物 に関 しては30ng/tnL～l
P9/MLの範 囲で良好 な直線 性を示 した。定量法の併行精度 に関 しては、ブランク
血漿 に既知量の未変化体及び代 謝物 の標 品を添 加 し、その濃度 を定量す るこ と
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によ り求めた。 日内変動(併 行 精度)及 び 日間変動(室 内再現 精度)の 結果 を
それぞれ表29及 び表30に示 した。
表28E3810及 び代謝物の直線性
compound
(S)一(一)-E3810
(R)一(+)-E3810
M1
搬
M3-1
M3-2
M4
range(μ91ML) y=ax+b
y=59623x-944
y=77097x-1201
y=282342x+0.03
y=307369x-2171
y=85885x-354
y=97244x-713
=260852x-845
correlationfactor(r2)
?」
〔」
?
」
?
?
?
」
?
」
?」
?
??
??
?
??
??
??
?
?
?
??
??
??
??
10
10
1
1
1
1
1
9990
9990
0001
9970
9980
9990
9990
日内変 動 にお け る未 変 化体 の精度(定 量値 の相対 標 準偏 差)は 、S一体 で2.70
～10,17%、R一体 で1.46～7.60%であ った。また各代 謝 物 に お け る精度 につ いて も、
Mlで2.45～12.62%、M2で1.38～5.48%、M3-1で7.47～11.46%、M3-2で4.88
～13.13%、M4で2.35～1155%であ り、 いず れ も良好 な結 果 が得 られ た。真 度
(定量 値 の添 加 量 に対 す る誤 差)に 関 して も、未 変化 体 で はS一体 で4.4%以内、
R一体 で4.0%以内 で あ り、また各代 謝 物 につ い て も、Mlで7.8%以内、M2で8.6%
以 内 、M3-1で9.4%以内 、M3-2で4.2%以内 、M4で3.7%以 内 で あ った。
日間変 動 に関 して も ほぼ 同様 の結 果 が得 られ 、未 変化 体 の 精 度(定 量 値 の 相
対 標 準 偏 差)は 、S一体 で4.50～14.48%、R一体 で6.14～14.30%であ っ た。 また各
代 謝物 にお け る精 度 につ い て も、Mlで2.67～7.84%、M2で2.07～7.09%、M3-
1で1.53～9.80%、M3-2で4.07～10.74%、M4で120～9.31%であ り、いず れ も
良好 な結 果 が得 られ た 。真 度(定 量値 の添 加 量 に対 す る誤 差)に つ い て は、 未
変化 体 で はS一体 で14,0%以内 、R一体 で12.3%以内で あ り、 また各 代 謝物 につい
て も、M1で4.3%以 内 、M2で7.1%以 内 、M3-1で4.5%以内 、M3-2で11.79。以
内 、M4で8.1%以 内で あ った。 また 、本 法 にお け る未 変 化体 及 び各代 謝 物 の定
量 限界 は、 いず れ も30ng加Lで あ った 。 試料 は、HPLC装 置 の オ ー トサ ンプ ラ
ー 中(4℃ 〉 に お い て7日 間安 定 で あ っ た。 これ らの結 果 は 、 外 部標 準 法 を用
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いる本法が、血漿 中のE3810及び代謝物 の光学異性体の分別 を同時 に行い なが
ら正確 に精度 良 く定量で きることを保証 している。
表29 バ リデ ー シ ョンデ ー タ(日 内 変 動)(n=5)
compound spiked
(P9/rnL)
found
(mean±SD)
RSD
(%)
aCCU「acy
(%)
(S)一(一)-E3810
(R)一(+)-E3810
M1
M2
M3-1
M3-2
M4
??
??
?」
?」
??
??
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
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?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
ー
?
?
?
?
10.013±0.502
2.951±0.249
0.958±0.051
0.287±0.008
0.099±0.008
0.031±0.003
10.187±0.494
3.011±0.229
0.975±0.047
0.288±0.004
0.101±0.004
0.031±0,002
0.966±0,024
0,285±0.010
0.095±0.005
0.028±0.003
1.003±0.024
0.304±0,004
0.091±0.001
0.028±0.002
1.027±0.091
0.294±0.033
0.091±0.007
0.031±0.004
1。013±0畳055
0.305±0.021
0.096±0.005
0.030±0.004
1.002±0.028
0.306±0.007
0.096±0.011
0.031±0.002
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表30バ リデ ー シ ョンデ ー タ(日 間変動)(n=4)
compound spiked
(μ91mL)
found
(mean±SD)
RSD
(%)
aCCU「acy
(%)
(S)一(一)-E3810
(R)一(+)一・E3810
M1
M2
M3-1
M3-2
M4
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次 に、E3810ラセ ミ体、(S)-E3810、(R)-E3810をそれぞれビー グル犬 に静脈内
投与 したときの血漿試料 について本法 を適用 した。血漿中の未 変化体及び各代
謝物 の濃度の経 時的変化 を図42に示 した。いずれのエナ ンチ オマーを投与 した
ときに も全ての代謝物が検出 されたが、定量限界以下の ものについては図中 に
プロッ トしなかった。 ラセ ミ体 を投与 した とき(図42(a))、S一体の方がR一体 に
比べ て約2倍 速 く消失 し、この結果は他 の方法で得 られた結果 と一致 した151)。
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(a)
伯
?
??
?
」
,01
0.00。51.01.52.O
Time(hr》
(c}
10
?
??
?
」
.01
0.0
図42
(b)
10
?
??
、?
」へ
.01
0.00.51.01.52.O
Time(hr)
0.51.01.52.O
Time(hr)
E3810静 脈 内 投 与 時 の 未 変 化 体 お よ び 代 謝 物 濃 度 の 経 時 変 化
(a)racemicE3810(3mg/kg),(b)(R)-E3810(15mg/kg),(c)(S)-E3810(15
mg/kg)tomalebeagledogs.
Symbols:opencircle,(S)-E3810;closedcircle,(R)-E3810;opensquare,M1;
closedsquare,M2;opentriangle,M3-1;closedtriangle,M3-2;openrhombus,
M4.
R一体 を投与 した とき、S一体 はいずれの試料採取時点で も検出 されず、ラセ ミ体 を
投与 した ときのR一体の結果 とほぼ同様 の濃度推移を示 した。同 じように、S一体
を投与 した場合 もR一体 は全 く検 出 されず、S一体の血漿か らの消失 はR一体単独の
場合 と比べて約2倍 速かった。これ らの結果は、E3810中の不斉 中心 は生体 内に
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おいてキラル変 換 されず、安定 であるこ とを示 した。 また、R一体 を投与 した場
合 は、不斉 中心 を有す る代謝物M3の うち遅 く溶出され るエ ナンチオマーのみが
検出 され、S一体 を投与 した場合 はM3の 速 く溶出 され るエナンチオマ ーのみが検
出された。これ らの結果か ら、M3の速 く溶 出されるエナ ンチオマーがS一体由来
のエナ ンチオマーであ り、遅 く溶出 されるエナンチオマーがR一体 由来のエナ ン
チ オマーで、いずれ も生体内でキラル変換 を受けないことが示唆 された。
第4節 結語
カラムスイ ッチ ング技術 を用 いてHPLCに よる光学異性薬物及 びその代謝物
の一斉分析 法を 開発 した。本シ ステムは光学異性体 を分離で き、かつ疎水性 相
互作用 による類 縁物質の分離 も可能なフラボプロテ インカラム と、除 タンパ ク
と試料 の濃縮 の ための オンライ ン前処理用 カラム としてアビジ ンカラムを用 い
ることによ り、 大量の血漿試料 を前処理 な しに注入 しかつ光学 分離 と代謝物 の
一斉定量 を可能 に した。そればか りか、内標準 物質 を用いずに、 ビーグル犬 血
漿中のE3810光学異性体 とその代謝物 を簡便 に、正確 に しか も精度良 く定量す
ることが可能で あ り、今後 、様 々な光学異性薬 物の薬物動 態研 究への応用が期
待 される。
一92一
結論
HPLC用タンパ ク質固定化 キラル分離 カラムに関す る研究 を行い、以下 の結論
を得 た。
ニ ワ トリ卵 白 中の コンアルブ ミン及 びフラボ プロテインをキ ラルセ レクター
としてHPLC用固定相担体 に化学結合 し、安定 で、かつ適用化合物範囲の広 い タ
ンパ ク質固定化 新規キ ラル分離 カラムを開発 す る とともに、移動相の種 々条 件
を変化 させた と きの保持及 び分 離の挙動 に基礎 的検討 を加 えた。 その結果 、 タ
ンパ ク質固定化 カラム による薬 物の保持及び分離 には疎水性 相互作用及びイ オ
ン性相互作用 が 関与 し、光学分 離 には タンパ ク質分子表面の ア ミノ酸残基 の イ
オン状態及 び移 動相中の有機溶媒 によるタ ンパ ク質の溶媒和 の影響す ることが
示 された。
次 に、今回開発 した2種 のキ ラルカラム にオボムコイ ドカラム及 びアビジ ン
カラムを加 えた4種 の タンパ ク質固定化 カラムの性質 を比較検 討 し、4種 の カ
ラムはそれぞれ異 なる特性 を有 してお り、多 くの化合物 を光学分離す るため に
は特性 の異 なる新 規キ ラルカラムの開発が重要 である ことを明 らかに した。 ま
た、 タンパ ク結 合率 と光学分離 の関係 を調べ 、 エナンチ オマー 間でタンパ ク結
合率の差が大 きいほ ど分離が良 くなる傾向は認 め られた ものの、非特異的相 互
作用の影響が大 きく、 タンパ ク結合率 のみで は保持及び分離の様相 を説明で き
ない ことを明 らか に した。
次 にタンパク質固定化 カラムに よるk値 及 び α値 を薬 物 一タンパ ク質問の 会
合定数及 び非特異的吸着 を用いた式で表 し、非特異的吸着の増加 のkt値及び α値
に与 える影響 を調べた。その結 果、 タンパ ク質 固定化 カラムに よる保持及び 光
学分離 にはシリカゲル担体表面 や未反応のスペ ーサー部分 に起 因する非特異 的
相互作用が大 き く影響することが判 明 した。 また、 カルボキシル基 を有す るケ
トプロフェンをモ デル化合物 としてpH4.0及び5,0の時の非特異 的相互作用 を調
べた結果、 イオ ン性相 互作用 が非特異 的吸着 に大 きく影響する こ とか ら、 タ ン
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バク質固定化 カラムに よる光学分離が 、移動相 のpHの変化 に大 き く影響 され る
ことは、pHの変化が薬物 一タンパ ク質 問の特異的結 合だけでな く非特異的吸 着
にも影響するためである ことを見 出 した。 さらに、移動相中の メタノール濃 度
が変化す ると薬 物 一タンパ ク質 問の会合定数が変化 することか ら、光学分離 で
はキ ラル認識部位 における疎水的相互作用 が重 要であること も判 明 した。
次 に、 タンパ ク質に よる薬物 エナンチオマー に対 する相互作 用 を非特異的 な
相互作用の影響 を回避 して解析 するため、 フラボプロテインを疑似固定相 と し
て用 いるアフィニテ ィーCE法と分光学 的手法 を組み合 わせて、フラボプロテ イ
ンのキラル認識 部位 とケ トプロ フェンとの問の相互作用 につい て考察 した。 そ
の結果、分離溶液 中のメ タノール濃度が高 くなる とフラボプロテイ ンの α一ヘ リ
ックス構造の崩 壊が進 み、キラ ル認識部位 の立 体構造 が変化す るため、光学 認
識能の低下する ことが判 った。 また、認識部位 で疎水性相互作 用 に寄与する ア
ミノ酸残基 を特定す るため、CD及びア ミノ酸残基特異 的修飾 を行 って解析 した
結果、 トリプ トファン残基 の関 与が示唆 された。次 に、 トリプ トフ ァン修飾 フ
ラボプロテイ ンをキラルセ レクター と して用 いるアフィニテ ィーCEでケ トプ ロ
フェンの光学認 識能 を調べ たと ころ、未修飾の場合 と比較 して極端 に光学認 識
能が低下 し、 フラボプロテイン によるケ トプロフェンの光学認 識 に トリプ トフ
ァン残基が関与 している ことを証明 した。 また、分離溶液 中のpHの変化 による
薬物 の保持及 び光 学分 離 の挙動 の変化 は、2次 構 造変化 で はな く認 識部位 の
個々のア ミノ酸 残基の電気 的な状態が影響する ことが示唆 され た。ついで、 タ
ンパ ク質分子表 面上の カルボキ シル基及 びア ミノ基 を化学修飾 したフラボプロ
テインを調製 し、 それ らをキラルセ レクター としてアフィニ ティーCE法にて ケ
トプロフェンに対す る光学認識 能の変化 を調べ た。その結果、 カルボキシル基
修飾 アポプロテ インをキ ラルセ レクター として用い たときには光学分離能が失
われ ないが、ア ミノ基 を修 飾す ると全 くキラル識別 されなか った。この ことか
ら、ケ トプロフェ ンの フラボプ ロテイ ンの結合部位 においては、 リジン残基 や
アルギニ ン残基 中のア ミノ基が光学分離 に重要 な役割 を果 た してお り、アスパ
ラギン酸、 グル タミン酸残基中 のカルボキシル基 はむ しろ光学 認識 を阻害す る
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ことと推測 される。
今 回開発 した水系 の移動相 を用いる ことがで きるタンパ ク質 固定化 カラム の
利 点を活か し、カラムスイ ッチング技術 とLCIMSを組み合わせ て除 タンパ クのみ
の簡便 な前処理 で血漿 中の アゼ ラスチ ンエナンチオマーを高感度 に測定 し得 る
システム を構築 した。本 システ ムでは、生体試 料由来の爽雑物 と目的成分 を分
離 するために不揮発性の リン酸 緩衝液 を移動相 に用 いて も、 トラッピングカ ラ
ムで脱塩 ・濃縮 の可能 なことか ら、全 く質量分 析計 におけるイ オン化 を妨害 す
る ことな く高感度 に光学異性薬物 を分離測定で きることを立証 した。
フラボ プロテインカラムは広範囲の光学異性体の分離 に適用 で き、E3810及び
代謝物M3の光学分離が同時に行 え、 しか も適度な非特異的吸着能 を有 してい る
ので、各代謝物 との相互分離 も同時に可能であ った。本 フラボ プロテインカ ラ
ム と、大量血清直接注入可能 な アビジ ンカラム をカラムスイ ッチ ング技術 を用
いて連結することで、E3810及びその代 謝物 の一斉定量法を確 立 した。本測定法
は内標準 を用いずにE3810光学異性体 及びその代謝物 を簡便 に、正確 に精度 良 く
定量する ことが可能 であ った。
以上、光学異性体分離用 タンパ ク質固定化カ ラムの開発 とそ の生体内微量 成
分の高感度測定への応用 を試み た。 これ らカラムは水系の移動相 を用いる こ と
がで き、 しか も広範 囲の光 学異性体 の分離 に適用可能なうえ、室温で も安定で、
ルーチ ン分析 に も使用可能であ り、今後薬物動態研究、臨床分析研究への適 用
が大い に期待 される。
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実験の部
1.装 置
(ユ)高速液体 クロマ トグラフ
HPLCは、島津LC-9Aポンプ(島 津 製 作所 、京都)にSPD-6A紫 外 吸 光 検 出器
(UV検出器)を 装 着 した もの(第1章 第2節)、 東 ソー-CCPMポンプ(東 ソ
ー、東京)にUV皿)EC100-VIUV検出器(日 本分 光 、東 京)を 装 着 した もの(第
1章 第3節 、第2章 第2節)、 及 び東 ソーCCPMポ ンプ にSPD-10AUV検 出
器(島 津)を 装着 した もの(第2章 第3節 、 第4節)を 用 い て測 定 した 。 レオ
ダ イ ン7125インジ ェ クター(Reodyne、Berkeley、CA、USA)にて マ ニ ュ ア ル で、
あ るい は712WISPオー トサ ンプラ ー(Waters、Milford、MA、USA)にて試 料 を
ク ロマ トグ ラ フ に 自動 注 入 した。検 出 には 、230nmのUV吸 収 を用 い 、 デ ー タ
処 理 には 、CR-4AX(島津)を 用 い た。
第3章 で は、LC-10AI)HPLCシス テ ム(pump,LC-10AD;autosampler,SCL-10A;
UVdetector,SPDIO、dg島津)を 用 い た。 シ ステ ムの 制御 及 び デ ー タ処理 には 、
CLASS-LCIOソフ トウエ アを用 い、検 出 は214nmの波長 を用 い て行 った 。 カ ラ
ム は、 フ ラボ プ ロテ イ ンカ ラム(100mm×4.6mmi.d.)を使 用 した。
第4章 で用 い た カ ラムス イ ッチ ン グ シス テ ムは 、分離 用 送 液 ポ ンプ(Pl)島
津LC-gAポン プ にinertsilODS-2(150mm×4.6mmi.d.、GLサイエ ンス、東 京)
を装 着 した もの を用 い、SCL-6B(島津)に て グ ラジエ ン ト溶 出 を コ ン トロ ー ル
し、UV検 出器 にはSPD-6A(230ml)を用 い た。希釈 濃縮 用 に は送 液 ポ ンプ(P2)
Model576(GLサイエ ンス)に トラ ッフ。カラ ム と してULTRONES-OVM(10㎜
×4。Ommi,d.、信 和 化 工、 京都)を 装 着 した もの を用 い た。 光 学 異 性 体 分 離 に
は送 液 ポ ンプ(P3)LC-9Aにミクロ ボア コ ン アル ブ ミ ンカ ラム(150㎜ ×1.5
㎜i。d.)を装 着 し、UV検 出器(230㎜)と して ミク ロフ ロー セ ル(0.6μL)を
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装 着 したLinearUVIS200(Linear、Reno、NV、USA)を用 い た 。 ス イ ッチ ン グ
バ ル ブは レオ ダ イ ン7000(V1,V4)及び7060(V2,V3)を用 い た。
第5章 で用 い た カ ラ ムス イ ッチ ン グシス テム は、血 漿 タ ンパ ク質 除去 用 送 液
ポ ンプ(PumpI>としてLC-9Aを用 い、分析 部 に はLC-10ADHPLCシス テ ム(pump,
LC-10AD;autosampler,SCL-10A;UVdetector,SPD-10A;島津)を 用 い た。 シス テ
ム の制御 及 び デ ー タ処 理 には 、CLASS-LC10ソフ トウエ ア を用 い、†黄出 は290㎜
の波 長 を用 い て 行 った 。 カ ラム は、 トラ ッピ ン グカ ラム と して ア ビジ ンカ ラ ム
(10㎜ ×4.Ommi.d.)を、分析 カ ラム と して フラ ボ プ ロテ イ ンカ ラム(250㎜
×4.6㎜i,d.)を用 い た。
(2)質量分析計
ブ リ ッ トFAB-MSと して、JEOLJMS-SX102A(日本 電子 、 東 京)を 用 い、 イ
オ ン化 は キセ ノ ン を8kVで 加速 して行 った 。 マ トリ ック ス に は グ リセ ロー ル を
用 い(移 動相 中 に添 加)、25-500Da(ダイ レク トプ ロー ブ を用 い た場 合 は0-900
Da)の範 囲 を2.0秒で ス キ ャ ン した。分 解 能1000で分 析 し、 イオ ン源 の真 空度
は通 常IO'5Torrに保 っ た。
(3)キャピラ リー電気泳動装置
キ ャ ピ ラ リー電 気 泳 動 装 置 は、890-CE高電 圧供 給 器(日 本 分 光)を 用 い て電
圧 を制 御 し、870-CE紫外 吸 光 検 出器(日 本 分 光)を 用 いて オ ンキ ャ ピラ リー検
出 した 。 ケ トプ ロ フ ェ ンの 電気 泳動 移 動度 の測 定 に は、 未処 理 の フユーズ ドシ
リカキ ャ ピラ リー(内 径50pm、 外 径375pm、 全 長30cm、 有 効 長17crn、GL
サ イエ ンス)を 用 い 、 フ ラボ プ ロテ イ ンの電 気 泳 動 移 動度 の測 定 及 び ア フ ィニ
テ イーCEに は、 μSILDB-WAX(内径50μm、 外 径375μm、全 長40㎝ 、有効 長
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25㎝ また は15㎝ 、J&WScientific、Folsom、CA、USA)を用 い た 。電 気 泳動 移
動 度 を測 定 す る と きの検 出波 長 は214nm、 ア フィニテ ィーCEで の検 出波 長 は
254㎝ を用 い た。注 入 は落差 法 で行 った。
(4)その他
冷 却 遠心 機 は 久保 田製 作所 社 製Model7820(東京)を 用 い た。 ス ラ リー充 填
用 ポ ンプ はPUS-8(GLサイエ ンス)を 、pHメ ー ターはTDAHM-60Sあるい は
TSAHM-60V(東亜 電波 化 学 、東 京)を 用 い た。HPLC測定 時 の カ ラムの 温 度 は
恒 温水 槽 を用 い て コ ン トロー ル した。各 試薬 は 、MeUlerHK60電子 天 秤(シ イ ベ
ル、 東京)に て秤 取 した 。分 光光 度 計 はU-3500(日立 製作所 、東 京)を 、 円二
色 性 分 散 計 はJ-720WI(日本 分 光)を 用 い た。
2.試 薬及び実験材料
アゼ ラスチ ン の ラセ ミ体 及 び 各異 性 体 は、エ ーザ イ(株)に て合 成 、光 学 分
割 され た もの を使 用 した 。 ケ トプ ロフ ェ ン、 イ ブプ ロ フェ ン、 フ ルル ビプ ロ フ
ェ ン、 フェ ノ プ ロ フェ ン、 オ ク ス プ レノ ロー ル、 ア ミノグル テ チ ミ ド、 プ ロ グ
ル ミ ド、 ワー フ ァ リ ン、1一エ チ ルー3(3一ジメチ ル ア ミノプ ロ ピル)カ ル ボ ジ イ ミ
ド塩 酸塩 、2一ヒ ドロキ シー5一ニ トロベ ンジ ルブ ロ ミ ド、 アセ チ ル イ ミダゾ ー ル は
Sigma社(St.Louis、MO、USA)より購 入 した。 α,ε一ジベ ンゾ イル リジ ン、ベ
ン ゾ イ ン、 ク ロ ル メザ ノ ン、 グ リシ ンエ チ ルエ ス テル塩酸 塩 は 、東 京 化 成 工 業
(東京)か ら購 入 した 。 プ ロ プ ラ ノ ロ ール 及 びナ プ ロキ セ ン はNdrich社製
(Milwaukee、WI、USA)を使 用 した 。E3810及び代 謝物(M1～M4)は 、 エ ー
ザ イ(株)に て 合 成 され た もの を使 用 した。 また、 プラ ノプ ロ フェ ンは カ プ セ
ル剤 か ら抽 出 して使 用 した。N,N一ジス クシ ンイ ミジ ル カル ボ ネー トは和 光純 薬
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(大阪)か ら、N,N一ジス ク シ ンイ ミジ ルス ベ レー ト及 び ス ル ポス クシ ンイ ミジ
ルア セテ 一ートはPierce社(Rockford、IL、USA)から購 入 した 。Nucleosil5NH2
(粒径5pm)はMacherey-Nagel社(Dtiren、Gemany)から購 入 した。 コ ンアル
ブ ミン、 フ ラボ プ ロテ イ ン、 オ ボム コ イ ド、 ア ビジ ンはエ ーザ イ(株)川 島 工
園 にて乾 燥卵 白か ら精 製 した56・152'154)。タ ンパ ク定量 は 、Bio-RadProteinAssayKit
II(Hercules、CA、USA)を用 い て行 っ た155)。そ の他 の試 薬 は全 て特 級 あ るい は
HPLCグ レー ドの もの を用 い た。 また 、水 は 超純 水 製 造 装 置 ㎜i-QSPT㏄
(Millipore、Marlborough、MA、USA)にて蒸留 ・イ オ ン交換 した もの を用 いた 。
遠 心 限外 濾 過用 カ ー トリッジ と してMPS-3(Amicon、Beverly、MA、USA)ま
たはULTRACENT-10(東ソー)を 用 い た。
ヒ ト血 漿 及 び ビー グル犬 血漿 は、ヘパ リ ン採 血 後 遠 心 し、 そ の 上 清 を使 用 し
た。
タ ンパ ク質結 合 カ ラ ム の調 製 は以下 の 手順 に従 っ て行 った 。N,N一ジ ス クシ ン
イ ミジ ル カル ボネ ー トあ るい は1鴎N一ジス クシ ンイ ミジ ルス ベ レー ト(1g)を ア
セ トニ トリル50mLに 溶解 し、 ア ミノ プ ロ ピル シ リカ ゲ ル(29)を 加 え て12
時 間室 温 にて反 応 した。 反応 液 をグ ラス フ ィル ター を用 い て濾 過 した後 、 ゲ ル
をア セ トニ トリ ル300mL及 びカ ップ リン グバ ッフ ァー(150mM塩 化 ナ トリ ウ
ム を含 む50mMリ ン酸 緩衝 液 、pH7.5)100mLで洗 浄 して活 性 化 ア ミノプ ロ ピ
ル シ リカ ゲル を得 た(第2章 第3節NSPカ ラム)。 タ ンパ ク質(19)を カ ップ
リ ングバ ッフ ァー50mLに 溶 解 し、活性 化 ア ミノプ ロ ピル シ リカ ゲ ル を加 えて室
温 に て6時 間反 応 した 。反 応液 をグ ラス フ ィル ター に て濾過 した後 、 ゲ ルを水
100mL及び水/2一プ ロパ ノー ル(2:1)100mLにて洗 浄 し、タ ンパ ク質固 定化 シ
リカゲ ル を得 た 。 濾液 中の残 存 す る タ ンパ ク質 量 を定量 し、 ゲ ルへ の 固定 化 量
を算 出 した(固 定 化量 、 コンア ルブ ミ ン:200mg/9アミノ プ ロ ピル シ リカゲ ル・
フラボ プ ロテ イ ン:244mg/9アミノプ ロ ピル シ リカゲ ル)。 タ ンパ ク質 固定 化
シ リ カゲ ルを水/2.プ ロパ ノー ル(2=1)に懸 濁 し、 ス テ ン レス ス チ ール カラ ム
に一 定流 速 で ス ラ リー充 填 した 。
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3.付 属実験
第2章 第2節
タ ンパ ク まム 汝 の 潰{
イ ンキ ュベ ー シ ョン用 緩 衝 液 は、50mMリ ン酸緩 衝 液 に て調 製 した 。薬 物 の
濃 度 及 び タ ンパ ク質 の濃 度 は そ れぞ れ100μ9/ml.、10mg加Lに調 製 した。 イ ン
キ ュベ ー シ ョンメデ ィウ ム1mLを25。Cで1時 間反応 し、遠 心 限外 濾過 カ ー ト
リ ッジMPS-3(Molecularcut-off」3,000)を用 い て濾 過後 、濾液 中の各 薬 物 濃 度 を
光 学 異性 体 分離 カ ラムuLTRoNEs-ovM(150mm×4.6mmi.d.、信 和 化 工)
を用 い て測 定 した。
第2章 第3節
ス キ ャ ッチ ャー ド解析
ケ トプロ フェ ンの ラセ ミ体 を水 を用 い て任 意 の濃度 に調 製 し、その50pLを フ
ラボ プ ロテ イ ン溶 液(10mg/0.5mL、20mMリン酸 緩衝 液)に 加 えた後 、緩 衝 液
あ るい は緩衝 液/メ タ ノー ル混 液 を加 えてlmLと した。25。Cにて1時 間 反応 後 、
ULTRACENT-10(Molecularcut-off』10,000)を用 い て 限外 濾 過 し、濾液100μLに
内標 準 と して ナ プ ロ キセ ン溶 液(2.5μ9/100μL)を加 えて混合 し、各 異 性体 濃 度
を光 学異 性体 分離 カ ラムuLTRoNEsoVM(150mm×4.6mmi.d.、信 和 化工)
を用 い て測 定 した。
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第3章 第2節
アポ プ ロテ イ ンの精 製
フラボ プ ロテ イ ン(29、 黄色 粉末)を5%塩 化 ナ トリウ ム を含 む50mM酢 酸
ナ トリウム緩衝 液(pH4.0)に溶解 し、カ ラ ム クロマ トグ ラ フ用 活 性 炭(60.150
mesh、ナ カ ライ テ ス ク株 式 会社 、京都)を 加 え た後 、酢 酸 を用 い てpHを3.0に
調 整 した。 混 合後 、グ ラス フィル ター を用 い て濾過 した。 中和 後 、150mM塩化
ナ トリウム を含 む50mMト リス塩 酸緩 衝 液(pH7.6)を移 動 相 と して用 い(4.O
mL/min)、H皿oad26/60superdex200prepgrade(2.6cmi.d.×60㎝、Phamlacia
Biotech、Uppsa1a、Sweden)を用 い てゲ ル濾過 クロマ トグ ラ フ ィー にて精 製 した。
分 子量30,000付近 の単 一 ピー ク を分取 後 、透 析 ・脱 塩 し、凍 結 乾 燥 して960mg
の ア ポ プ ロテ イ ン(白 色 粉 末)を 得 た 。
キ ャ ピ ラ リー ア フ ィ ニ テ ィ ー 帯 一"の 塾
キャピラリ一ー…ア フィニテ ィー電気泳動 における薬物のk値 は以下の方法 で算
出 した。
キャピラリー電気泳動 における物質の電気泳動移動度 は、印加電圧V、 キャピ
ラリー全長L及 びキ ャピラリーの有効長1を 用 いて物 質の移動時 間か ら次式で
求め られる。
L・1
μ=v ・tR (1)
タンパ ク質 を疑似 固定相 として用いるアフィニテ ィーキャピ ラリー電気泳動
の場合、溶質の保持 は タンパク質への分配の程 度 に支配 され るため、保持係 数
k'はミセル導電 クロマ トグラフ ィー と同様 に考 えることが で きる。す なわち、k「
値 は、
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μ∫一μ 卯たL
μ4〃-iLtCOM
(2)
で表 され る。 この とき、μsは溶質の電気泳動移動度 を、paPPは溶質の見か けの
電気 泳動移動度、pcomはタンパ ク質 一溶質複合体 の電気泳動移動度 を示す。μS
は泳動液 にタンパ ク質 を添加 しない条件 で測定 した溶質の移動 時間 より算 出 し、
μaPPはタンパ ク質 を添加 した条件 での移動時間か ら算 出 した。また、 タンパ ク
質 一溶質複合体 の電気泳動移動度pcomは、次式 で表 される。
ユ
Z+zM3
μo　 μP「o'Z.
伽)…
(3)
pproはタンパ ク質の電気泳動移動度 であ り、Z及びzは それぞれタンパ ク質及び
溶質の価数 を示 している。 また、M及 びmは それぞれタンパ ク質 と溶 質の分子
量である。 タンパ ク質の価数 はRickardらの式156)から算 出 した。
第3章 第3節及び第4節
アポプロテイ ンの 愚 傷
(1)ア ミノ基の修飾
スルポスクシンイ ミジルアセテー トを50mM炭酸水素 ナ トリウム水溶液 に溶
解 し(25mg!O.5mL)、これ をアポプ「ロテイ ン(29mg)を溶解 した50mM炭 酸
水素 ナ トリウム水溶液2.OmLに加 え、60分間室温 にて反応 した。反応後、その
まま反応液 を透 析 して未反応の試薬及 び塩 を除去 した後、凍結乾燥 し、 白色 粉
末(N一アセチル アーポプロテイ ン)を 得 た。
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(2)カルボキシル基 の修飾
1一エチルー3(3一ジメチルア ミノプロピル)カルボジイミ ド塩酸塩50mgを50mM
リン酸 二水素カ リウム水溶液(pH4。6)2.OmLに溶解 し、 これ をアポプロテイ
ン(29mg)に加 えて撹絆 ・溶解 した。この液 にグリシンエチルエステル塩酸塩
(10mg/O.5mL)のリン酸二水素カ リウム水溶液を加え、6時間室温 に放置 した。
反応液 を透析 して未反応の試薬及び塩 を除去 した後、凍結乾燥 し、白色粉末(エ
チルグリシル化 アポプロテイン)を 得 た。
(3)ト リプ トフ ァン残 基 の修 飾
ア ポ プ ロテ イ ン(29mg)を 酢 酸緩 衝 液(pH5、0、イ オ ン強 度0.05)2.375mL
に溶 解 し、2一ヒ ドロキ シー5一ニ トロベ ンジ ル ブ ロ ミ ド(HNBB)の メ タ ノー ル溶 液
(2.32mg/0.125mL)を加 え、30分間室温 に放 置 した。反応 液 を透 析 して未 反応
の試 薬 を除去 した後 、凍 結 乾燥 し、黄色 粉 末(HNBB一ア ポ プ ロテ イ ン)を 得 た。
(4)チ ロ シ ン残 基 の修 飾
アポ プ ロテ イ ン(29mg)を 酢 酸緩 衝 液(pH5.0、イ オ ン強度0.05)2.375mL
に溶解 し、 ア セチ ル イ ミダ ゾー ルの メ タ ノー ル溶液(6.6mg/0.125mL)を加 え、
60分 間室温 に放 置 した。 反応 液 を透析 して未 反 応 の試 薬 を除去 した後 、 凍結 乾
燥 し、 白色粉 末(σ ア セ チ ル アーポ プ ロテ イ ン)を 得 た。
第4章
ヒ ト血漿添加試料 の調 製
健常人血漿に既知量 のアゼ ラスチ ン(水 溶液)を 添加 し、そのlmLに トリク
ロロ酢酸100PLを加 えてよ く混合 して血漿 タンパク質 を変性 ・析 出 させ た。 こ
の液 を毎分3,000回転で10分間遠心分 離 し、上清200μLをその ままHPLCに注
入 した。
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カラムスイ ッチ ング操作
試料 をLC-1に注入 し、254㎜のUV吸 収 をモニ ター した。アゼ ラスチ ンの溶
出する時間を含 めて2分 間バ ルブ1を 切 り替え てサ ンプル ルー プにアゼラスチ
ン画分 を分取 した。その後、バ ルブ1を 切 り替 えて移動相2で 希釈 しなが らル
ープ内のアゼ ラスチ ン画分 を トラ ップカラムに送 り、脱塩 ・濃 縮 した。次 にバ
ルブ4を 切 り替 えて トラップカラムの先端 に保 持 されているアゼ ラスチンを移
動相3に てカラム2に 送 り、光学分離 しなが らfrit-FABMSへ導入 した。
第5章
.試料 の調 製 及 び検量 線 の作 成
標 準試 料 は、E3810及び代 謝 物 を0.lmol/L水酸 化 ナ トリ ウム水 溶 液/メ タノ
ー ル混 液(1:1)に溶 解 し、それ ぞ れ を0.1mol/L水酸 化 ナ トリ ウム水 溶 液 で希 釈
して100、30、10、3、1、0.3pg/MLに調 製 した。全 ての 試料 は一27。Cで冷 凍 保
存 した。
検 量線 用 試料 は、 ビー グル犬 ブ ラ ン ク血 漿0.15mLに標 準 試料 を それ ぞ れ15
μL添加 し、10、3、1、0.3、O,1、0.03μ9加Lとした。その100pLをHPLCに 注
入 し、添 加 量 に対 す る ピー ク面積 値 を プ ロ ッ トして検量 線 を作 成 した。
E3810をラセ ミ体 と して3mg/kg、(R)一(+)-E3810をL5mglkg、(S)一(一)-E3810を
1.5mg/kgを絶 食 下 ビー グ ル犬(雄 、12ケ 月)に 静 脈 内投 与 し、投 与 後5、15、
30、45分、1、1.5、2時間で ヘパ リ ン採血 した。採血 後 直 ち に2,000gで10分間
遠 心 し、血漿 試 料05mLを 得 た。血漿 試 料 は分 析 まで一27。Cにて冷 凍 保 存 した。
盤
凍結保存 した血漿試料 を解凍 し、1/10量の0.lmol!L水酸化 ナ トリウム水溶液
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を混合 した。 オー トサ ンプラー にて試料 を注入 し、 トラ ップカ ラム上 で除 タ ン
パ ク ・脱塩濃縮 し、2分 後 に6方 バルブを切 り替えて分析 カラムにてE3810及
び代謝物 を一斉分析 した。
バ リデーシ ョン
検量線試料 と同様 に各濃度の血漿添加試料 を調 製 してバ リデ ーシ ョン実験 に
用 いた。 日内変動実験 では、同一 日に試料 を調 製 して、n=5で測定 した。日間変
動実験で は、4日 間 に渡 って試料 を調製 し、n=4で分析 した。Accuracyは以下の
式 か ら算 出 し、Precisionは、相対標準偏差(RSD,%)で示 した。
Accuracy(%)=foundconcentration-spikedconcentrationx100
spikedconcentration
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